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RESUMEN

En ambientes estresantes, la supervivencia de las plantas en general esta fuertemente
afectada por los eventos asociados a las primeras fases de su ciclo bioldgico (germinacion
y emergencia). En ecosistemas de alta montafia, la exposicion a bajas temperaturas es una
de las condiciones de estrés mas frecuente y se ha explorado sus consecuencias sobre el
desempefio de las plantas, asi como el rol de diversos promotores sobre la germinacion.
Existen pocos trabajos que indaguen, bajo condiciones controladas, las consecuencias de
las bajas temperaturas sobre la germinacién y emergencia de plantulas propio de los
ecosistemas altoandinos. Una especie herbacea cultivada que destaca en estos
ecosistemas es Lepidium meyenii Walpers (“maca”). Esta especie nativa de los andes
peruanos puede soportar bajas temperaturas; sin embargo, se sabe que presenta altas tasas
de mortalidad en las primeras fases de su desarrollo. En este trabajo, se evaluo el efecto
de la temperatura, la aplicacion de promotores germinativos sobre la germinacion,
emergencia y desarrollo temprano de accesiones de L. meyenii. Evaluamos los efectos de
dos promotores germinativos (acido giberélico e hipoclorito de sodio) en 7 accesiones de
L. meyenii con procedencias distintas (AMA, RMA, NMA, AEZ, RAC y NAC),
sometidos a 3 tratamientos térmicos (2-8°C, 4-15°C y 4-18°C). El descenso de la
temperatura retrasé la germinacion de semillas y la emergencia de plantulas. Se evidencio
una fuerte asociacion entre ambos eventos, y las accesiones mantuvieron diferencias en
su desempefio relativo de manera consistente en todos los tratamientos térmicos,
sugiriendo diferencias intrinsecas en la calidad de las semillas de acuerdo a su
procedencia. En relacion a los promotores germinativos, su aplicacion favorecio ambas
etapas, aunque no se encontrd sinergismo entre ambos promotores ni mostré un efecto
reducido sobre el desarrollo de las plantulas. Durante el desarrollo de las plantulas, el
descenso de la temperatura promovid la formacion de plantulas de menor tamafo,
mostrando bajas concentraciones de pigmentos (clorofilas y carotenoides) y una
asignacion temprana al crecimiento radicular debido al estrés térmico. En conclusion, se
evidencid que la temperatura y la procedencia del material mostraron diferencias
asociadas al desempefio germinativo, y la aplicacién de promotores germinativos
favorecio estos eventos al reducir los efectos causados por las bajas temperaturas.

PALABRAS CLAVES: germinacion de semillas, emergencia de plantulas, temperatura,

promotores germinativos, L. meyenii



ABSTRACT

In stressful environments, the survival of plants in general is strongly affected by the
events associated with the early stages of their biological cycle (germination and
emergence). In high mountain ecosystems, exposure to low temperatures is one of the
most frequent stress conditions and has explored its consequences on the performance of
plants, as well as the role of various promoters on germination. There are few studies that
investigate, under controlled conditions, the consequences of low temperatures on the
germination and emergence of seedlings typical of high Andean ecosystems. A
herbaceous cultivated species that stands out in these ecosystems is Lepidium meyenii
Walpers ("maca"). This species native to the Peruvian Andes can withstand low
temperatures; However, it is known to have high mortality rates in the early stages of its
development. In this paper, the effect of temperature, the application of germination
managers on germination, emergence and development of L. meyenii accessions has been
evaluated. We evaluated the effects of germination promoters (gibberellic acid and
sodium hypochlorite) on 7 accessions of L. meyenii with different procedures (AMA,
RMA, NMA, AEZ, RAC and NAC), subjected to 3 thermal treatments (2-8°C, 4-15°C
and 4-18°C). The fall in temperature delayed seed germination and emergence of
seedlings. A strong association between both events was evidenced, and the acquisitions
maintained the differences in their relative performance consistently in all the thermal
treatments, suggesting intrinsic differences in the quality of the seeds according to their
procedure. In relation to the germinative promoters, its application favors both stages,
although no synergism was found between both promoters nor showed a reduced effect
on the development of the seedlings. During the development of the seedlings, the
decrease in temperature promoted the formation of smaller seedlings, showing low
pigment concentrations (chlorophylls and carotenoids) and an early allocation to root
growth due to thermal stress. In conclusion, it was evidenced that the temperature and the
procedure of the material show the differences associated to the germinative performance
and the application of germinative promoters favored these events to reduce the effects

caused by the temperatures.

KEY WORDS: seed germination, emergence of seedlings, temperature, germination

promoters, L. meyenii



I.

INTRODUCCION

La germinacién y la emergencia son las dos etapas mas importantes en el ciclo de vida de
las plantas (Adkins, 2007; Baskin & Baskin, 2014). Estas determinan el eficiente uso de
los nutrientes y captacion de agua disponible para las plantas, para que puedan competir
por un nicho ecolégico (Forcella et al., 2000). Ademads, afectan directamente en el
desarrollo y sobrevivencia de las plantulas. La germinacion es el proceso en el que se
forma una planta a partir de una semilla, abarcando todos los eventos que van desde la
reactivacion de la maquinaria metabolica en la semilla hasta la emergencia de la radicula
y plimula (Bewley & Bradford, 2013). Este proceso es seguido por la emergencia de las
plantulas, que inicia cuando la plantula recién formada brota del suelo hacia la luz,
produciéndose una serie de cambios severos como la coloracion verde y la produccion de

hojas (Forcella et al., 2000).

Factores que influyen en la germinacion de semillas y emergencia de plantulas

Los eventos de germinacion y emergencia son controlados por factores propios de la
semilla (intrinsecos) y por las caracteristicas del entorno (extrinsecos) (Melorose et al.,
2015). Los factores intrinsecos influyen tanto en el estado de la semilla en el momento de
su maduracion, como cualquier cambio fisiologico, morfoldgico y fisico que precede a la
germinacion. De todos los factores involucrados, la dormancia y viabilidad de semillas
son las que influyen en mayor grado en este proceso. La dormancia es un mecanismo que
impide a la semilla germinar en un espacio y tiempo especificos, por lo general, cuando
las condiciones ambientales no son propicias para la germinacién (Finch-Savage &
Leubner-Metzger, 2006). Este mecanismo involucra cambios en diferentes aspectos de la
semilla, tanto fisicos como bioquimicos. En la mayoria de los casos, involucra el
engrosamiento de la cubierta de la semilla y la impermeabilizacion de la misma con la
finalidad de impedir la entrada de agua y oxigeno e impedir que el embrion se expanda
durante la germinacion (Edwards, 1968). En otros casos, reguladores hormonales
presentes en la semilla promueven o retardan la sintesis de enzimas clave para el inicio
de la germinacion. El acido giberélico (AGs) y el acido abscisico (ABA) son claros
ejemplos de esta regulacion (Hilhorst, 1995; Khan, 1968; Miiller, 2006). Mientras que el
AG; rompe la dormancia al promover la sintesis de enzimas involucradas en la

movilizacion de sustancias de reserva, el ABA favorece la dormancia al promover la



sintesis de proteinas y solutos que permiten tolerar la desecacion producto de la
embriogénesis. Por otro lado, la viabilidad de la semilla, definida como la capacidad de
una semilla para germinar, determina su posterior éxito germinativo (Sawma & Mohler,
2002) y esta ligada a diferentes caracteristicas propias de la semilla, como lo son el peso
y la longevidad de la semilla. Muchos estudios han demostrado que el peso de las semillas
incluso de una misma planta puede variar enormemente y que esta variacion puede afectar
directamente en la germinacion (Harper, 1970; Hendrix, 1984; Tripathi, 1990). Por lo
general, las semillas de mayor peso muestran mayores porcentajes de germinacion que
las pequenas y ademas suelen producir plantulas mas vigorosas y grandes. No obstante,
las semillas pequenas germinan mas rapido y se dispersan mejor que las grandes, lo que
les otorga una ventaja competitiva. Otra caracteristica a considerar es la longevidad de la
semilla. Eventos como el desgaste de la cubierta y el embrion o la degradacion de
reguladores hormonales dependen del tiempo, y por tanto, de la longevidad (Timko &
Satterfield, 2008). Se ha reportado en diferentes especies cultivables que el tiempo
requerido para la germinacion de estas especies se ha visto incrementado en semillas
longevas que en semillas frescas (Abdul-Baki, 1973; Argerich, 1989; Van Loon, 1987).
Esto supone que podria haber un tiempo adicional que requiere la semilla para reparar

tejidos dafiados y sustituir las hormonas degradadas con el tiempo.

A pesar que las caracteristicas propias de la semilla actian como un importante control
en las primeras etapas de desarrollo de la planta, dependen directa o indirectamente de las
condiciones ambientales (Adkins et al., 2007; Baskin & Baskin, 2014; Bewley &
Bradford, 2013). Estos factores regulan eventos importantes como la salida del estado de
dormancia, la tasa de germinacion y la mortalidad durante el establecimiento de plantulas.
Factores ambientales, como la temperatura, la intensidad de luz, la disponibilidad de agua,
el pH y la salinidad del suelo son conocidos por tener un rol clave en los eventos de
germinacion y emergencia (Leishman, 2000; McLaren & McDonald, 2003; Windauer et
al., 2012).

De todos los factores involucrados, la temperatura juega un papel importante en la
determinacion de la periodicidad de la germinacion de semillas y, por tanto, afecta las
tasas de crecimiento y el metabolismo celular en el embrion. Estudios han demostrado

que la tasa de germinacion aumenta linealmente con la temperatura, al menos en un rango
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establecido, y disminuye bruscamente a temperaturas mas altas (Alvarado & Bradford,
2002). Adicionalmente, se sabe que no todas las semillas germinan en el mismo rango de
temperaturas, incluso las que provienen de una misma planta (Adkins et al., 2007). Es por
esto que no sorprende que los eventos germinativos asociados a eventos térmicos estén
relacionados con la distribucion ecoldgica y geografica de especies y ecotipos (Baskin &
Baskin, 2014). Por lo general, las semillas presentan un rango de temperatura 6ptimo
dentro del cual pueden germinar. ComUnmente, este rango esta entre los 18°C y 25°C,
aunque hay otras especies que necesitan temperaturas por encima de los 28°C o por debajo
de los 4°C, e incluso algunas necesitan alternancias abruptas en la temperatura para poder
germinar (Baskin & Baskin, 2014). Otros factores importantes, que afectan los eventos
de germinacion y emergencia, son la disponibilidad de agua, el pH y la salinidad. Estudios
demostraron que semillas y/o plantulas sometidas a un estrés osmotico y salino pueden
retrasar e incluso evitar la continuidad de los eventos (Ghorbani et al., 1999; Zhou et al.,

2015).

Promotores de germinacion

Si bien la captacion de agua y una temperatura adecuada pueden ser suficientes para
romper el estado de dormancia, algunas veces es necesaria la adicion de otros agentes
para promover la germinacion. Estos agentes se conocen como promotores germinativos
y pueden clasificarse segiin la naturaleza del compuesto: promotores naturales y

promotores artificiales.

Por un lado, los promotores naturales son aquellos compuestos que son producidos por la
propia planta con la finalidad de promover la germinacion cuando las condiciones son
apropiadas. De todos los compuestos registrados, son los del tipo hormonal las mas
utilizadas. La aplicacion exdgena de hormonas es una via muy utilizada para favorecer la
germinacion. Si bien la semilla presenta de manera endogena estas hormonas, cuando la
semilla entra en dormancia, estos niveles disminuyen drasticamente. Entre las hormonas
utilizadas destacan las giberelinas, ya que estan implicadas de una manera directa con el
control y estimulo de la germinacion. Estas hormonas, al ingresar en la semillas,
incrementan sus niveles enddgenos y generan un desbalance entre el acido abscisico
(ABA) y el acido giberélico (AGs) a favor de la ultima. Esto promueve la sintesis de a-

amilasas, enzimas necesarias para la degradacion de almidon en el endospermo, quedando
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disponibles para procesos posteriores (Ogawa & Hanada, 2003). Diversos estudios han
demostrado su eficacia en promover la germinacion, incluso llegando a contrarrestar los
efectos de las bajas temperaturas (Yamauchi et al., 2004). Por otro lado, los promotores
artificiales son compuestos que la planta no produce de manera natural; sin embargo,
posee efectos similares que los promotores naturales. Algunos de estos compuestos son
producidos en situaciones particulares, como las karrikinas, formadas por la exposicion
de plantas a altas temperaturas (por ejemplo, incendios forestales) (Light et al., 2005).
Otros compuestos estdn presentes en el tracto digestivo de especies frugivoras o
granivoras, como el acido clorhidrico (HCI), que actia degradando la cubierta de la
semilla en un proceso denominado escarificacion. Esto favorece la germinacion al
permitir el intercambio de gases y la captacion de agua necesaria para el inicio de la
germinacion y, posteriormente, facilita la emergencia de la radicula (Navarro &
Gonzalez, 2007). Ademas del 4cido clorhidrico, otros compuestos también han sido
utilizados, como el acido sulfurico (H2SO4) y el hipoclorito de sodio (NaClO), siendo este

ultimo el preferido a utilizar debido al facil manejo y bajo coste de implementacion.

Aunque se ha visto que tanto los factores ambientales como la aplicacion de promotores
germinativos pueden favorecer la germinacion y el establecimiento de plantulas, la
magnitud del efecto de los promotores germinativos varia notablemente segun el
ambiente en el que se encuentren. Adicionalmente, afecta el modo de respuesta de las
especies que se desenvuelven en estas condiciones, siendo las mas desafiantes las de los

ecosistemas altoandinos.

Ecosistemas altoandinos y cultivo de Lepidium meyenii Walpers

Ubicado en zonas elevadas entre los 3000 y 5000 m.s.n.m., los ecosistemas altoandinos
estan caracterizados por tener una reducida presion atmosférica que, sumada a otras
condiciones, como temperaturas fluctuantes y una menor disponibilidad de agua, generan
un ambiente estresante para las especies residentes (Illies, 1980). Las precipitaciones en
estas zonas varian constantemente y aunque son estacionales, no son del todo predecibles
ya sea en su volumen o inicio (Baied & Wheeler, 1993). En el caso particular de Pert, los
ecosistemas altoandinos se extienden a lo largo de la Cordillera de los Andes y, debido a
la cercania a la linea ecuatorial, posee caracteristicas propias como: (a) mayores

fluctuaciones en la temperatura diaria que en las estacionales, (b) una intensa radiacion
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solar debido a la verticalidad de los rayos solares y (c) heladas nocturnas la mayor parte

del ano (Illies, 1980).

A pesar de las condiciones adversas, la poblacion local ha logrado con el tiempo
domesticar y cultivar especies nativas de estas zonas. Entre estas especies, destaca en
particular Lepidium meyenii Walpers (conocida cominmente como “maca”) debido a que
se desarrolla perfectamente bajo estas condiciones. Es una planta herbacea que pertenece
a la familia Brassicaceae y es la unica especie de esta familia domesticada en los Andes
(Arbizu et al., 1991). Su particularidad es que esté perfectamente adaptada a condiciones

muy frias, donde el desempefio de otras especies cultivables se veria muy comprometido.

Si bien en un inicio las zonas de cultivo se restringian a las regiones de puna en los
departamentos de Junin y Pasco, la creciente demanda de este producto tuvo como
consecuencia la busqueda de nuevas zonas cultivables, desde Pasco y Junin, pasando por
Huancavelica, Apurimac y Cuzco, y llegando hasta Puno (Hermann & Bernet, 2009). Esta
intensificacion de zonas de cultivo de maca es debido al aprovechamiento del 6rgano de
reserva que la planta produce, denominado hipocotilo. A este se le atribuyen propiedades
medicinales basadas en su pigmentacion, segun la cual se le clasifica en ecotipos. Por
ejemplo, diversos estudios demostraron que los hipocdtilos de color rojo poseen
propiedades antioxidantes, favorecen la regeneracion 6sea y reducen el tamafio de la
prostata; mientras que las propiedades de los hipocoétilos de color negro estdn mas
asociadas a la fertilidad masculina y femenina (Gonzales et al., 2010; Gonzales et al.,

2005; Gonzalez et al., 2003; Yucra et al., 2008).

Planteamiento del problema

Entre las principales limitaciones que presenta este cultivo esta la alta mortalidad de
plantulas debido a las duras condiciones ambientales. Las heladas nocturnas y el retraso
de las lluvias son las principales causas de mortalidad temprana, y en la mayoria de los
casos, obliga a los productores a resembrar. Teniendo en cuenta que el inicio de la
germinacion de semillas es un factor clave en la supervivencia y establecimiento de
plantas, y que predecir el momento de la emergencia de las plantulas es un componente
critico en el manejo de cultivos, seria de gran interés entender como estos eventos se ven

afectados por las condiciones ambientales. Adicionalmente, la aplicacion de promotores
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germinativos podria favorecer el desempeiio de las semillas y, posteriormente, el
establecimiento de plantulas; sin embargo, no se conoce el efecto que estas tendrian en

esta especie.

Cabe destacar que, aunque existe un interés comercial que ha ido creciendo en los ultimos
10 afios, aspectos como los mencionados anteriormente no se han estudiado aun. La
mayor parte de la literatura cientifica relacionada con L. meyenii estd enfocada en la
determinacion de sus propiedades medicinales y su posterior uso como complemento
nutricional. Si bien existen trabajos asociados con el manejo agronémico del cultivo,
hasta la fecha existen muy pocos trabajos que estén enfocados en las primeras fases de

desarrollo de L. meyenii.

En este trabajo evaluamos el efecto de la temperatura y la aplicacion de promotores
germinativos en la germinacion de semillas y emergencia de plantulas sobre accesiones
de L. meyenii. Especificamente, se trabajaron con accesiones de localidades y colores de
hipocoétilo de procedencia distintos. Estas accesiones fueron sometidas a la aplicacion de
dos promotores germinativos, un promotor hormonal (4cido giberélico al 4%) y un
promotor quimico (hipoclorito de sodio al 4%). Estos experimentos se realizaron bajo 3
tratamientos térmicos (2-8°C, 4-15°C y 4-18°C), de acuerdo a diferentes situaciones

registradas en campo.



1. HIPOTESIS
El desempefio germinativo de L. meyenii Walpers se veria disminuido por el descenso de
la temperatura, pero seria favorecido por la aplicacion de promotores germinativos.

Adicionalmente, se encontrarian diferencias entre accesiones debido a la procedencia del

material.

III. OBJETIVOS

Objetivo general

1. Determinar qué factores estan asociados al desempenio germinativo de L. meyenii

Objetivos especificos:

1. Determinar el efecto de la temperatura, las accesiones y la aplicacion de
promotores germinativos en la germinacion de semillas.

2. Determinar el efecto de la temperatura, las accesiones y la aplicacion de
promotores germinativos en la emergencia de plantulas.

3. Evaluar asociaciones entre los procesos de germinacidon y emergencia.



IV. MATERIALES Y METODOS

1. Especie de estudio

Lepidium meyenii Walpers o “maca” (Brassicaceae) es una planta herbacea nativa de los
Andes Peruanos. Presenta dos tipos de hojas, las que pertenecen a la roseta son mas
grandes (3 — 8 cm de largo), del tipo pinnatifida y medianamente liradas, mientras que las
que estan ubicadas en los tallos generativos son mas pequenas, enteras, lobadas o crenadas
(Vaugh, 2009). Presenta estructuras florales dispuestas en paniculas. Los frutos son
silicuas de 4 — 5 mm de largo, dehiscentes con dos cavidades conteniendo una semilla en
cada una de ellas. Las semillas son aovadas, con coloraciones que van desde el amarillo
pasando por el rojo hasta llegar al marréon (Hermann & Heller, 1997). Lo que resalta de
esta planta es que presenta un oOrgano de reserva denominado hipocétilo, un
engrosamiento en la planta que posee una amplia gama de colores como el amarillo, rojo,
negro, plomo, morado, blanco, entre otros (Quirds & Cérdenas, 2002). Aunque aln sigue
el debate sobre la denominacion de este 6rgano de reserva, algunos estudios afirman que

es probable que sea una zona de transicion entre el tallo y la raiz (Marin-Bravo, 2003).

L. meyenii es considerada una planta bienal debido a que posee un ciclo vegetativo donde
se forma el hipocotilo seguido por una fase reproductiva donde se da la floracion,
fructificacion y formacion de semillas (Arbizu et al., 1991). La fase vegetativa inicia entre
setiembre y octubre con la siembra de semillas coincidiendo con el inicio de la temporada
de lluvias. Una vez que estas germinan, toman un periodo de 6 — 8 meses para
desarrollarse, formar el hipocétilo y permitir que este aumente de tamafo. En este punto
(mayo - junio) se procede a cosechar el hipocotilo para posteriormente secarlo
exponiéndolo al sol, almacenarlo y/o comercializarlo. Este es el ciclo comun que los
productores realizan para este cultivo. So6lo algunos productores, en su mayoria
abastecedores de semillas, continuan con la otra fase del ciclo de vida de la planta. Esta
fase, llamada reproductiva, comienza luego del procesamiento de hipocoétilos, que son
seleccionados por su tamafio y color para ser ssmbrados entre agosto y setiembre. De esta
forma se generan brotes principales y se forman los tallos generativos, una estructura que
alberga las estructuras reproductivas. La planta entra en el periodo de floracién entre
octubre y noviembre, cuando la principal forma de fertilizacion es la autogamia, esto
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debido al hecho de que no se han reportado polinizadores, més que el avistamiento de
algunas especies de dipteros (Quirds & Cardenas, 2002). Entre diciembre y enero se da
la formacion de silicuas, las cuales toman una coloraciéon amarillenta cuando comienzan
a madurar, y se cosechan entre fines de enero y las primeras semanas de marzo. Las
plantas son cosechadas enteras, puestas a secar y luego se recolectan las semillas

manualmente, separandolas de restos de hojas y piedras pequefias.

2. Material biologico

Las accesiones de semillas se adquirieron, principalmente, a través de donaciones de
diferentes productores de maca en las regiones de Junin y Pasco. Para la presente tesis, se
utilizaron 7 accesiones: 4 accesiones procedentes de Junin (colores de hipocétilo amarillo,
rojo, negro y morado) y 3 accesiones procedentes de Chupaca (colores de hipocétilo
amarillo rojo y negro). De manera detallada, se muestra la lista de accesiones a

continuacion:

Tabla 1. Lista de accesiones por color de hipocoétilo de procedencia, lugar de procedencia,
afio de cosecha y donante.

Cédigo  Color Departamento  Provincia Distrito Fecha de Peso. x 1000 Donante
cosecha semillas (g)

AMA  Amarillo Junin Junin Junin  Noviembre 05y Moisés Aldercte
2015 Yali
. , , , Noviembre Moisés Alderete
RMA Rojo Junin Junin Junin 2015 0.687 Yali
, , , Noviembre Moisés Alderete
NMA Negro Junin Junin Junin 2015 0.790 Yali
MMA  Morado Junin Junin Junin Noviembre 0.675 Moisés Al.derete
2015 Yali
AEZ  Amarillo Junin Chupaca  Yanacancha Noviembre 0.835 Efrain Zumga
2015 Molina
) Noviembre Arturo Cardenas
NAC Negro Junin Chupaca  Yanacancha 2015 0.428 Condori
. , Noviembre Arturo Cardenas
RAC Rojo Junin Chupaca  Yanacancha 2015 0.423 Condori

3. Disefo Experimental

Con el objetivo de evaluar el efecto de la temperatura, las accesiones y los promotores

germinativos sobre la germinacion de semillas y emergencia de plantulas, se implement6
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un disefio factorial considerando como tratamientos: (a) accesiones de L. meyenii (b)

acido giberélico, (c) hipoclorito de sodio y (d) tratamiento térmico.

Respecto a la aplicacion de promotores germinativos, los tratamientos inductores fueron:
(1) tratamiento hormonal, que consistido en sumergir o no semillas en acido giberélico
(Gibberellin 80%, SIGMA, USA) al 4% por 1 h (Hsiao, 1980; Nord, 1971), y (2)
tratamiento quimico escarificante que consistio en sumergir o no semillas en hipoclorito

de sodio (lejia comercial Clorox 4%, Pert) al 4% por 10 min (Hsiao, 1980; Hsiao, 1979b).

Respecto a los tratamientos térmicos, se establecieron 3 tratamientos térmicos (4 — 18 °C,
4 — 15°C y 2 — 8°C) que fueron determinados a partir de valores de la temperatura del
suelo obtenidos en salidas de campo a algunas zonas productoras de maca en el
departamento de Junin, ademas de los valores de temperatura del suelo disponibles en el
Servicio Nacional de Meteorologia e Hidrologia (SENAHMI). Cada tratamiento térmico
considerd como termo periodo: 16 h para la temperatura baja y 8 h para la temperatura
alta, debido a que para temperaturas alternas el periodo diario de exposicion a la
temperatura alta o baja debe ser entre 4.5 a 8 h (Baskin & Baskin, 2014); siendo este caso
8 h para la temperatura mas calida (Anexo — Esquema 1). Dichos rangos de temperatura
se evaluaron en una cdmara de crecimiento KBW-400 (Binder, Alemania). En el caso de
la germinacion, los ensayos fueron implementados en completa oscuridad, mientras que
en el ensayo de emergencia de plantulas se utilizo luz fluorescente (Daylight tubes light
color 865, Binder, Alemania) durante las 8 h de mayor temperatura de cada tratamiento

térmico.

En cada tratamiento térmico, se consideraron 28 grupos experimentales a partir de la
combinacion de tratamientos (7 accesiones x 2 tratamientos hormonales x 2 tratamientos

quimicos).

4. Evaluacion de la germinacion de semillas

La germinacion se realizé en placas Petri en las que se sembraron 25 semillas utilizando

como sustrato papel absorbente (Anexo — Imagen 1). Se trabajé con 4 réplicas por cada

10



grupo experimental, que se pusieron a germinar por un periodo de 20 dias para cada

tratamiento térmico.

La evaluacion consistié en hacer un registro diario de semillas germinadas por placa. El
criterio para considerar la semilla germinada fue la aparicion de la radicula. Se reportaron

las siguientes variables (Anjum & Bajwa, 2005; Ranal & Santana, 2006):

Porcentaje de germinacion: Es la proporcion de semillas germinadas sobre el total de

semillas. Se utilizo la siguiente formula:

O/G—N"xloo
0 _N:

N;:nimero de semillas germinadas en eldiai, N,:nimero total de semillas

Velocidad de germinacion: Es la relacion entre el nimero de semillas germinadas con
el tiempo de germinacion. Para ello se utilizo la siguiente formula:
Ny N N3 Nn)

AS = |-+ =4+ =4 ... 42
(1+2+3+ +n

N, N,,N;, ..., N,:nimero acumulado de semillas germinadas en el tiempo 1,2,3,...,n

Ts0: Es definido como el namero de dias requeridos para alcanzar el 50% de germinaciéon

por cada accesion.
5. Evaluacion de la emergencia de plantulas

En cada tratamiento térmico y por cada grupo experimental (N = 28), se implementaron
4 bloques ubicados aleatoriamente en dos bandejas germinadoras (Anexo — Imagen 2).
Cada bloque esta constituido de 8 pocillos y en cada pocillo se sembro 3 semillas cubiertas
por una capa de ca. 2 a 5 mm de tierra (total de 112 bloques). Cada pocillo (volumen =
3.4 cm?), fue llenado con sustrato Sunshine Mix #3 (Sun Gro Horticulture Inc., USA) y
regado a capacidad de suelo cada 4 dias. La emergencia fue monitoreada diariamente por

un periodo de 30 dias.

11



Contabilizamos el numero de plantulas que emergieron en cada pocillo durante cada dia
del experimento. El criterio para considerar que emergio una plantula fue la observacion
de los cotiledones sobre la superficie del suelo (Anexo — Imagen 3). Se reportaron las

siguientes variables (Anjum & Bajwa, 2005; Ranal & Santana, 2006):

Porcentaje de emergencia: Es la proporcion de plantulas que emergieron sobre el total

de semillas sembradas utilizando la siguiente féormula:

%E = M x 100
N;

Ni:nimero de plantulas que emergieronen el diai, N,:nimero total de semillas sembradas

Velocidad de emergencia: Es la relacion entre el nimero de plantulas que emergieron

con el tiempo de emergencia. Se utilizo la siguiente féormula:

AS—(N1+N2+N3+ +N“)
¢ \1 2 3 n

Ny, Ny, N3, ..., N,,: numero acumulado de plintulas que emergieronenel tiempo 1,2,3, ...,n

Variables fenotipicas de las plantulas
Con el propodsito de evaluar las caracteristicas fenotipicas de las plantulas obtenidas de
los tratamientos con los promotores germinativos (hormonal y quimico) sobre las 7

accesiones de L. meyenii, se evaluaron al dia 30 las siguientes variables:

Variables morfolégicas:
Se tomaron 8 plantulas por cada grupo y fueron limpiadas cuidadosamente antes de ser
fotografiadas con un fondo contrastante y escala. Estas fotografias fueron analizadas
posteriormente utilizando el software Imagel] para obtener las variables (1) altura de

plantula y (2) longitud de raiz.

Contenido de pigmentos:
Se tomaron 5 réplicas por cada grupo, se pesaron 4 plantulas por réplica y se colocaron

en un tubo Eppendorf con 1.5 mL de etanol al 96% para ser trituradas. Posteriormente,
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las muestras fueron almacenadas a 4°C antes de realizar la medicion. Para esto, las
muestras fueron centrifugadas a 9250 rpm por 2 minutos y se trabajé con el sobrenadante.
Se procedio a leer 300 uL de cada muestra en una placa de Elisa en un lector (SpectraMax
190, Molecular Devices, USA) a 470, 648 y 664 nm para obtener la concentracion de
clorofila a, clorofila b y carotenoides. Las absorbancias fueron corregidas con un blanco
de etanol. A partir de estos valores se obtuvieron las siguientes variables: (1) contenido
de clorofilas totales, (2) contenido de carotenoides, (3) proporcion clorofila (a/b) y (4)
proporcion  clorofilas  totales/carotenoides, utilizando las siguientes formulas

(Lichtenthaler & Buschmann, 2005):

- (13.36 Aggy — 5.19 Agag) * VF
a= FW

(27 43 A648 —8.12 A664—) * VF
b= Fw

(5 24 A664— + 22.24 A64-8) * VF
atb = FW

(4— 785 A470 + 3. 657 A664— —12.76 A64—8) * VF
x+c — FW

Donde: VF = Volumen final (mL) y FW = Peso fresco (g)

6. Analisis Estadisticos

Con la finalidad de evaluar los efectos de la aplicacion de los promotores germinativos y
las accesiones sobre las variables estudiadas (porcentajes y velocidades de germinacion
y emergencia, asi como los atributos fenotipicos), se utiliz6 un ANOVA de 3 vias
factorial. El modelo consideré como factores la accesion (A), la aplicacion del 4cido
giberélico como promotor hormonal (H) y la aplicacion del hipoclorito de sodio como
promotor quimico (E). Este modelo fue realizado en cada tratamiento térmico.

Ademas, exploramos si el porcentaje y la velocidad de emergencia pueden ser explicados
por la germinacion. Para el porcentaje de emergencia, implementamos un modelo lineal
(LM), que tuvo como predictores el porcentaje de germinacion y el tratamiento térmico.

De modo similar, para la velocidad de emergencia usamos como predictores la velocidad
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de germinacion y el tratamiento térmico. Todos los analisis se realizaron con el software
Statistica (Statsoft) y las graficas fueron hechas utilizando el software SigmaPlot (Systat

Software Inc.)
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V. RESULTADOS

1. Germinacion de semillas

1.1. Efecto de la temperatura en la germinacion de semillas

El descenso de temperatura retraso la germinacion y su velocidad, incrementando el Tso
(Fig. 1 y Fig. 3). A medida que los tratamientos correspondian a menores temperaturas,
se requiri6 6, 8, y 14 dias, respectivamente para alcanzar el 50% de germinacion global

(promedio de todos los tratamientos).

En todas las condiciones térmicas evaluadas, tanto el porcentaje y la velocidad de
germinacion fueron afectados significativamente por la accesion (A), hormona (H),
escarificacion (E), y la interaccion H x E (Tabla 2 y 3). Adicionalmente, sobre el
porcentaje de germinacion, fueron significativas las interacciones dobles A x E (en los
tratamientos de 2-8°C y 4-15°C), A x H (4-18°C), y la interaccion triple A x E x H (4-
15°C y 4-18°C). Sobre la velocidad de germinacion, todas las interacciones fueron

significativas.

1.2. Comportamiento germinativo de las accesiones de L. meyenii

En los tres tratamientos térmicos, la accesion amarilla de Chupaca (AEZ) mostr6 el mejor
desempetio, seguida de tres accesiones de Junin (AMA, RMA, NMA). El desempefio de
la accesion morada de Junin (MMA) fue mejorando con el incremento de la temperatura
hasta equiparar a las otras accesiones de la misma procedencia (Fig. 2, Fig. 3). Las
accesiones roja y negra de Chupaca (RAC y NAC, respectivamente), registraron los
porcentajes y velocidades de germinacion mas bajos, y los Tso mayores, en comparacion
con el resto de accesiones (Tabla 4). Cabe resaltar que las dos accesiones de menor
desempefio (RAC y NAC), tuvieron el menor peso de semilla en comparacion con el resto

de accesiones (Fig. 6).

1.3. Efecto de la aplicacion de promotores germinativos en la germinacion de
semillas

En todos los tratamientos térmicos, la aplicacion de los promotores germinativos

favorecio significativamente la germinacion de semillas y la velocidad de germinacion

(Tabla 2, Tabla 3, Anexo — Imagen 4). La aplicacion de acido giberélico o de hipoclorito
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de sodio incremento sustancialmente la germinacion de semillas, duplicando el porcentaje
de germinacion respecto al grupo control en la mayoria de los casos (Fig. 5). Sin embargo,

la aplicacion simultanea de los promotores no tuvo un efecto sinérgico.

2. Emergencia de plantulas

2.1. Efecto de la temperatura en la emergencia de plantulas

El descenso de temperatura retrasé la emergencia y su velocidad, incrementando el Tso
(Fig. 1 y Fig. 3). A medida que los tratamientos correspondian a menores temperaturas,
alcanzar el 50% de emergencia global, requiri6 11, 21, y 26 dias, respectivamente. Sobre
el porcentaje de emergencia (Tabla 5), todos los efectos fueron significativos en el
tratamiento 2-8°C, y en casi todos en los tratamientos de 4-15°C (excepto la interaccion
A x E), y de 4-18°C (excepto las interacciones A x H y A x E). Sobre la velocidad de
emergencia (de igual manera que sobre el porcentaje de germinacion), todos los efectos
fueron significativos en el tratamiento 2-8°C, y en casi todos en los tratamientos de 4-
15°C (excepto la interaccion A x E), y de 4-18°C (excepto la interaccion triple A x H x
E) (Tabla 6).

2.2. Diferencias entre accesiones de L. meyenii en la emergencia de plantulas

En todas las condiciones térmicas evaluadas (de manera similar a lo encontrado en la
germinacion de semillas), las accesiones roja y negra de Chupaca (RAC y NAC) tuvieron
los méas bajos porcentajes y velocidades de emergencia en comparacion con el resto de

accesiones (Fig. 2 y 3).

2.3. Efecto de la aplicacion de promotores germinativos en la emergencia de
plantulas
La aplicacion de promotores germinativos favorecio sustancialmente la emergencia de
plantulas en todas las temperaturas evaluadas, llegando en la mayoria de los casos a ser
dos veces mayor que las plantulas control (Fig. 9). De modo inesperado, en algunas
accesiones la aplicacion de ambos promotores de germinacion no favorecio la emergencia
comparada con la aplicacion individual de cada promotor. Este fue el caso en el
tratamiento de 4-15°C, para las accesiones roja y negra de Junin (RMA y NMA) y lanegra
de Chupaca (NAC), donde el porcentaje de emergencia fue mayor en semillas

escarificadas quimicamente que en el tratamiento combinado con hormona (Fig. 4).
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2.4. Efectos sobre el fenotipo de las plantulas

2.4.1. Variables morfologicas

Las variables morfologicas mostraron una reduccion con el descenso de la temperatura
(Fig. 10 y 11, Anexo — Imagen 5). Las plantulas sometidas a la temperatura mas elevada
(4-18°C), tuvieron casi el doble de altura respecto a los otros tratamientos térmicos, y la
longitud radicular casi 2.5 veces que en las plantulas sometidas a las menores

temperaturas (2—8°C).

En relacién a la altura de la plantula (Tabla 7), practicamente todos los efectos fueron
significativos en los tres tratamientos térmicos (excepto para 2-8°C: la interaccion triple
A xHxE, ypara4-18°C: E y la interaccion H x E). En relacion a la longitud de raiz, en
los tratamientos 2-8°C y 4-15°C, detectamos efectos significativos de la accesion y la
escarificacion, y las interacciones dobles A x H, A x E. Adicionalmente, tuvo efecto
significativo la interaccion triple A x H x E tUnicamente en el tratamiento 2-8°C.
Finalmente, en el tratamiento 4-18°C fueron significativos unicamente la accesion y la

interaccion doble A x E.

En lo que respecta a la accesion, se encontr6 que la altura de plantula no mostré un patron
consistente en todos los tratamientos térmicos (Fig. 10). Por ejemplo, si bien se evidencio
que en la temperatura mas alta (4-18°C) las accesiones roja y negra de Chupaca (RAC y
NAC) mostraron plantulas de menor altura, esto no ocurrié en los otros tratamientos
térmicos. En cuanto a la longitud de raiz, las diferencias entre accesiones variaron con la
temperatura. La accesion amarilla de Chupaca (AEZ) mostro las raices mas largas solo
en la temperatura mas baja (2-8°C, Fig. 11), mientras que la accesion roja procedente de
Chupaca (RAC) presento las raices mas cortas a temperaturas mas altas (4-15°C y 4-

18°C).

2.4.2. Contenido de pigmentos fotosintetizadores

Se encontrd que los contenidos de clorofilas totales y carotenoides de plantulas fueron
mayores a temperaturas intermedias (4-15°C), siendo en algunos casos 5 veces que lo
observado a bajas temperaturas (2-8°C). A mayores temperaturas, la proporcion clorofilas
(a/b) descendio (ca. 3), mientras la proporcion clorofilas totales/carotenoides incrementd

(ca. 5a6; Fig. 7y 8).
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En todos los tratamientos térmicos, la accesion tuvo un efecto significativo sobre todas
las variables evaluadas relacionadas a pigmentos fotosintetizadores (Tabla 8). En relacion
al contenido de clorofilas totales, el tratamiento 4-15°C tuvo efecto significativo en la
interaccion A x H; mientras que en el tratamiento 4-18°C tuvieron efecto significativo la
hormona y la interaccion H x E. Para el contenido de carotenoides, tuvo efecto
significativo la escarificacion (4-18°C) y la interaccion A x H (4-15°C). Para la
proporcidn clorofila a/b tuvo significancia la hormona (4-18°C), mientras que para la
proporcion clorofilas totales/carotenoides tuvo significancia la interaccion A x E (4-

15°C).

En lo que respecta a la accesion, se evidencio que las diferencias entre accesiones variaron
notablemente con la temperatura. De forma particular, se encontr6é que en la temperatura
intermedia (4-15°C) las accesiones roja y negra de Chupaca (RAC y NAC) mostraron los
niveles mas bajos de clorofilas totales y carotenoides (Fig. 5). No obstante, estas
accesiones mostraron los niveles mas elevados a mayor temperatura (4-18°C). Respecto
a las proporciones entre pigmentos, se evidencid que las diferencias entre accesiones
fueron mas notorias a bajas temperaturas (2-8°C). Las accesiones amarilla y roja de Junin
(AMA y RMA) y negra de Chupaca (NAC) mostraron los valores mas elevados de la
proporcion clorofilas (a/b), y los valores mas bajos en la proporcion clorofilas
totales/carotenoides (Fig. 7 y 8), indicando que estas accesiones presentaron las plantulas

menos desarrolladas.

3. Relacion entre los procesos de germinacion y emergencia

Se evidenci6 que los procesos de emergencia estan fuertemente asociados a los procesos
de germinacion. Se encontro que tanto el porcentaje y velocidad de emergencia mostraron
una fuerte relacion con el porcentaje y velocidad de germinacion respectivamente (Fig.
11). Adicionalmente, se evidenciaron diferencias en la velocidad de emergencia asociadas

al termoperiodo.
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Tabla 2: ANOVA de 3 vias con interaccion para los efectos de la accesion
y la adicién de un promotor hormonal y/o quimico en el porcentaje de
germinacion de semillas de L. meyenii sometidas a 3 tratamientos térmicos.
Se muestran los valores de los estadisticos F y con asterisco se indica el
valor de p. También se muestran los valores del coeficiente de
determinacion (R?) de cada tratamiento térmico.

Df 2-8°C  4-15°C 4-18°C
Accesion (A) 6 62.82%*% 83 48%*** 41.96***
Hormona (H) 1 118.56%** 168.64***  130.57***
Escarificacion (E) 1 34.16%** 101.59%** 65.76%**
AxH 6 1.3 2.15 3.68%*
AxE 6 4.61** 4.20%* 2.11
HxE 1 27.08%** 54 17*%%* 61.07%**
AxHxE 6 1.58 5.13%* 3.44%*
R? 87.75%  91.42% 87.05%

#p<0.05, **p<0.001, ***p<0.0001

Tabla 3: ANOVA de 3 vias con interaccion para los efectos de la accesion
y la adicion de un promotor hormonal y/o quimico en la velocidad de
germinacion sometida a 3 tratamientos térmicos. Se muestran los valores
de los estadisticos F y con asterisco se indica el valor de p. También se
muestran los valores del coeficiente de determinacion (R?) de cada
tratamiento térmico.

df 2-8°C 4-15°C  4-18°C
Accesion (A) 6 117.04%%* 105.11%%* ]15.92%%*
Hormona (H) 1 179.49%**  70.59%*%  §7.33%*%*
Escarificacion (E) 1 73.70%%*  68.79%**  51.90%**
AxH 6 4.13%* 2.52% 2.49%
AXxE 6 4.27%* 4.33%* 3.72%*
HxE 1 43.50%%* 45 89%** 36, 78%%*
AxHxE 6 4.36%* 3.57%* 2.43*
R? 92.76% 91.27% 91.49%

#p<0.05, **p<0.001, ***p<0.0001
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Tabla 4: Valores de Tso en dias) por cada
accesion en los 3 tratamientos térmicos.

TS50 (dias)
Accesion
2-8C 4-15°C 4-18C
NMA 11 8 6
AEZ 12 7 6
RMA 13 8 6
AMA 12 7 6
MMA 12 7 6
RAC 14 9 7
NAC 16 10 7

Tso = Numero dias que se requiere para alcanzar el
50 % de germinacion de semillas

Germinacidn (%)

Tiempo (Dias)

—h— 4-18°C —— 4-15C -—m— 2-87C

Figura 1: Germinacion de semillas de L. meyenii sometidas a 3
tratamientos térmicos. El 50% de germinacion se indica con una
linea gris.
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Figura 2: Porcentaje de germinacion (A) y velocidad de germinacion (B) de semillas de L. meyenii visto por accesiones. Las lineas
punteadas indican el 50% de germinacion. Los colores de los simbolos indican el color de hipocotilo de procedencia, mientras que la forma
indica la procedencia (productor) teniendo el siguiente orden: Junin (M. Alderete, A) y Chupaca (E. Zuiiiga, e; A. Céardenas, m). Se
muestran los valores obtenidos en cada tratamiento térmico (medias + error estandar).
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Figura 3: Porcentaje de germinacion de semillas de L. meyenii
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estandar.
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Tabla 5: ANOVA de 3 vias con interaccion para los efectos de la
accesion y la adicion de un promotor hormonal y/o quimico en el
porcentaje de emergencia de plantulas de L. meyenii sometidas a 3
tratamientos térmicos. Se muestran los valores de los estadisticos F y
con asterisco se indica el valor de p. También se muestran los valores
del coeficiente de determinacion (R?) de cada tratamiento térmico.

Df 2-8°C 4-15°C 4-18°C

Accesion (A) 6 31.35%** 18.71%** 23.66%**
Hormona (H) 1 130.55%** 42 85%**  ]85.98***
Escarificacion (E) 1 44.94%*** 36.04%*** 91.47%**

AxH 6 2.98* 5.70%** 2.03
AxE 6 3.30* 1.81 1.38
HxE 1 56.96%** 72.48%** 69.29%**
AxHxE 6 4.01%* 5.18%%** 2.85*%
R? 35.72% 28.13% 37.75%

#p<0.05, **p<0.001, ***p<0.0001

Tabla 6: ANOVA 3 vias con interaccion para los efectos de la accesion y
la adicion de un promotor hormonal y/o quimico en la velocidad de
emergencia sometida a 3 tratamientos térmicos. Se muestran los valores
de los estadisticos F y con asterisco se indica el valor de p. También se
muestran los valores del coeficiente de determinacion (R?) de cada
tratamiento térmico.

Df 2-8°C 4 -15°C 4 -18°C

Accesion (A) 6 42.76%*%%  26.94*%*  3].62%**
Hormona (H) 1 100.85%**  9325%%*  §3 g7***
Escarificacion (E) 1 52.55%*%*%  62.770*%**  63.62%**
AxH 6 2.24* 7.33%** 2.70*
AxE 6 2.58* 1.56 2.24*
HxE 1 57.57*%%*% 104.00%** 46.11%**
AxHxE 6 2.92% 3.17% 1.08
R? 37.19% 36.27% 32.58%

#p<0.05, **p<0.001, ***p<0.0001
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Tabla 7: ANOVA de tres vias con interaccion para los efectos de la accesion y la
adicion de un promotor hormonal y/o quimico en dos variables morfologicas
sometidas a 3 tratamientos térmicos. Se muestran los valores de los estadisticos F y
con asterisco se indica el valor de p. También se muestran los valores del coeficiente
de determinacion (R?) de cada tratamiento térmico.

Altura de plantula Longitud de raiz

Df 2-8°C 4-15°C 4-18°C 2-8°C 4-15°C 4-18°C

Accesion (A) 6 14.70%** 18.59%**  5.96%** 39 14%*%*  429%*%  533%**

Hormona (H) 1  13.96%* 5.50% 937% 007  0.001 0.05
?ES)Ca“ﬁcaC“’n 1 7.40% 871% 153 4.69%  7.64* 2.09
AxH 6 T.A8%F%  349%  6E2F%E  QOREEE  32%Ex ] (D2
AxE 6 6.07%%%  J8%kx 435wk D 5Tk J4RRE D)3
HxE 1 9.18* 11.79% 119 0.05 0.47 0.04
AxHxE 6 1.52 4.11%* 2.80%  2.64% 133 131
R 1929%  2094% 13.07% 27.59% 12.43%  6.62%

#p<0.05, **p<0.001, ***p<0.0001
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Tabla 8: ANOVA de tres vias con interaccion para los efectos de la accesion y la adicion de un promotor hormonal y/o quimico en el
contenido y proporcion de pigmentos fotosintéticos sometidos a 3 tratamientos térmicos. Se muestran los valores de los estadisticos F y con
asterisco se indica el valor de p. También se muestran los valores del coeficiente de determinacion (R?) de cada tratamiento térmico.

Clorofila total /Carotenoides

Clorofila total (Ca+b) Carotenoides (Cx+c) Clorofila a/b (Ca/b) (Ca+b/xtc)

Df 2-8°C 4-15°C 4 -18°C 2-8°C 4-15°C 4 -18°C 2-8°C 4-15°C  4-18°C 2-8°C 4-15°C 4 -18°C

Accesion (A) 6 6.25%%  444%%  |g3R% 211 4.83%% 20 11%%*  5.84%%* 2.39% 3.97%  11.43%%%  [7.10%%%  15.44%%%
Hormona (H) 1 0.12 315 4.90% 008 218 3.77 0.53 022 5.02% 1.77 378 0.13
EEES)Ca“ﬁcamn 1 0.06 0.30 2.54 019 059 4.04% 078 391 0.07 0.003 1.82 1.71
AxH 6 1.11 2.97% 0.64 078  3.05% 0.57 0.21 0.85 0.84 1.19 0.35 035
AXE 6 0.80 1.36 1.61 069  1.14 1.75 0.08 2.06 0.85 0.43 6.17%%x 1.52
HxE 1 0.11 1.11 4.03% 164 133 2.77 1.84 1.03 0.60 1.02 0.18 0.08
AxHxE 6 0.44 0.88 1.02 068  0.90 0.93 1.15 0.69 0.78 0.64 1.06 0.75
R 31.68%  35.79% 55.79% 19.67%  36.21% 5737%  29.47%  26.86%  28.35% 43.11% 57.87% 49.61%

#p<0.05, **p<0.001, ***p<0.0001
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Figura 5: Emergencia de plantulas de L. meyenii sometidas
a 3 tratamientos térmicos. El 50% de germinacion se indica
con una linea gris.
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Figura 6: Porcentaje (A) y velocidad de emergencia (B) de plantulas de L. meyenii sometidas a 3 tratamientos térmicos. Con lineas
punteadas se indica el 50% de emergencia. Los colores de los simbolos indican el color de hipocétilo de procedencia, mientras que la
forma indica la procedencia (productor) teniendo el siguiente orden: Junin (M. Alderete, A) y Chupaca (E. Ztiiga, e; A. Cardenas, m).
Se muestran las medias + error estandar.
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sometidas a 3 tratamientos térmicos. Los colores de los simbolos indican el color
de hipocotilo de procedencia. Se muestran las medias + error estandar.
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Figura 9: Concentracion de clorofilas totales (A) y carotenoides (B) en 7 accesiones
de L. meyenii sometidas a tres tratamientos térmicos. Los colores de los simbolos
indican el color de hipocétilo de procedencia. Se muestran las medias + error estandar.
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Figura 10: (A) Proporcidn clorofila A/clorofila B en 7 accesiones de L. meyenii
sometidas a tres tratamientos térmicos. El rango indicado entre las lineas
punteadas (2.5-3.5) indica hojas verdes completamente desarrolladas. Valores
mayores a este rango indican proceso de verdor de hojas etioladas o en
desarrollo. (B) Proporcién clorofilas totales/carotenoides en 7 accesiones de L.
meyenii sometidas a tres tratamientos térmicos. Valores menores a 3.5 (indicado
con la linea punteada) son un indicador de estrés, senescencia, dafio foliar o dafio
del fotosistema. En ambos casos, se utilizaron los valores establecidos por
Lichtenthaler & Buschmann (2005). Los colores de los simbolos indican el color
de hipocotilo de procedencia. Se muestran las medias + error estandar.
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Figura 11: Relacion entre los porcentajes (A) y las velocidades (B) de germinacion y emergencia. Se muestra la tendencia lineal (linea
constante) y los intervalos de confianza al 95% (lineas punteadas). También se muestran los andlisis respectivos de los efectos de la
germinacion y el termoperiodo en la emergencia de plantulas con sus respectivos coeficientes de determinacion (R?). Las formas de las

figuras indican las accesiones AMA (o), RMA (¢), NMA (X), MMA (m), AEZ (%), RAC (A) y NAC (V) respectivamente.
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VI

DISCUSION

La germinacioén de las semillas y la emergencia de las plantulas son etapas claves que
determinan el éxito de la mayoria de especies cultivables en diferentes sistemas agricolas
(Ghaderi-Far et al., 2010; Ghorbani et al., 1999; Rodriguez et al., 2016). Por una parte,
germinar en el momento adecuado asegura la supervivencia del individuo ante diferentes
tipos de estrés ambiental implicando cualidades intrinsecas de la semilla (Baskin & Baskin,
2014). Por otro lado, la emergencia de plantulas es importante porque determina si un
individuo podra sobrellevar eventos de herbivoria o estrés ambiental, o si podra ser capaz de

competir con otros individuos (Booth et al., 2010).

Diversos estudios en plantas evidencian que la temperatura es el factor central que determina
el éxito en etapas tempranas del desarrollo (Morinaga, 1926; Steinbauer & Grigsby, 1957;
Thompson & Grime, 1983). Esto debido a que la tasa de germinacion se incrementa al inicio
de modo positivamente lineal con el incremento de la temperatura, partiendo de una
temperatura minima o basal (Ty), hasta llegar a la temperatura 6ptima (T,) (Alvarado &
Bradford, 2002; Moot et al., 2000). Nuestros resultados evidenciaron que la tasa de
germinacion mejora sustancialmente con el incremento de la temperatura, sugiriendo un
requerimiento térmico para asegurar el €xito germinativo, al igual que otras especies, como
Dactylis glomerata (pasto ovillo), Chenopodium pallidicaule (cafithua) y Jatropha curcas
(Qiu et al., 2006; Rodriguez et al., 2016; Windauer et al., 2012). No obstante, estos trabajos
también mencionan un rango Optimo de temperatura para alcanzar la méaxima tasa de
germinacion propia de cada especie, por lo que seria interesante evaluarla en futuros trabajos

en L. meyenii, para mejorar su manejo en campo.

Los resultados evidencian que las primeras fases del desarrollo de L. meyenii (germinacion
de semillas y emergencia de plantulas), estan fuertemente asociadas (Fig. 11). Esta relacion
entre germinacion y emergencia también se ha visto en otras especies cultivables y han
ayudado a generar mejoras en el manejo de estos cultivos. Hay diversos casos como en Zea
mays (maiz), Gossypium hirsutum (algodon), Triticum aestivum (trigo), Medicago sativa
(alfalfa), Brassica nupus (canola) y Lens culinaris (lenteja), que mostraron una fuerte
relacion, posiblemente explicada por caracteristicas intrinsecas, como el vigor de la semilla.

Estudios previos encuentran que semillas vigorosas suelen producir plantulas que emergen
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mejor y rapido en condiciones de campo, con mayor habilidad para competir con otros
individuos. Ademas, muestran mayor eficiencia en el manejo de los recursos disponibles y
tolerarian diferentes tipos de estrés ambiental (Divsalar et al., 2016; Johnson et al., 1987;

Makkawi et al., 2008).

Por otro lado, si bien la temperatura favoreceria el incremento de la velocidad de los
procesos, las accesiones mantuvieron diferencias en su desempefio relativo de manera
consistente en todos los tratamientos térmicos (Fig. 2, 6 y 11), sugiriendo diferencias
intrinsecas en la calidad de las semillas de acuerdo a su procedencia. Estas diferencias en la
calidad de las semillas pueden ser genéticas o ambientales (por ejemplo, practicas
agronomicas durante la produccion de semillas, que van desde la obtencion de las semillas
hasta las condiciones de almacenamiento). Por ejemplo, un trabajo en Arabidopsis thaliana
encontrd que diferentes accesiones o ecotipos de esta especie muestran variacion en el peso
de la semilla (siendo en algunos casos el doble de peso) atribuido a las diferencias en el
nimero y tamafo de células entre el embrion y la testa (Alonso-Blanco et al., 1999). Por otro
lado, algunos trabajos en Glycine max (soya) y Lactuca sativa (lechuga) muestran que tanto
la viabilidad de semillas como el porcentaje de emergencia se retrasan notablemente al estar
sometidas a condiciones de almacenamiento diferentes (tiempo de almacenamiento,
humedad y temperatura) (Bewley & Bradford, 2013). En ambos casos, el peso podria ser un
indicador de calidad, ya que trabajos en A. thaliana, Vicia faba (haba) y Pisum sativum
(arveja) muestran que el peso refleja una serie de cambios a nivel de la testa y el endospermo
(Bradford & Nonogaki, 2007; Melorose et al., 2015). En nuestro trabajo, encontramos que
las accesiones con menor desempefio correspondieron a aquellas con menor peso de la
semilla (Fig. 4). Esto podria estar relacionado con un menor contenido en las reservas de
alimento y el contenido energético de la semilla, como lo sugieren algunos trabajos
realizados en Pastinaca sativa y Androgaphis paniculata (Hendrix, 1984; Kumari et al.,

2012).

A lo largo de todos los tratamientos térmicos, la aplicacion de los promotores favorecio
ambas etapas, aunque no se encontrd sinergismo entre promotores, pues la aplicacion de un
promotor fue suficiente para conseguir germinaciones significativamente mayores a los
controles (Fig. 3 y 7). Este efecto positivo de ambos promotores ha sido estudiado en
diferentes especies, tanto cultivables (4vena fatua) como silvestres (Thlaspi arvense y
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Sinapis arvensis) (Hsiao, 1980; Hsiao, 1979b); no obstante estos estudios si evidenciaron un
sinergismo de ambos tratamientos. Sin embargo, otro estudio del mismo autor en semillas
de Polygonum convolvulus y Saponaria vaccaria reportd que la aplicacion de ambos
tratamientos no fue tan favorable como su aplicacion individual (Hsiao, 1979a), dando a
entender que el efecto de los promotores varia de acuerdo a la especie. En nuestro caso
particular, si bien los promotores germinativos aceleran el proceso, era de esperar que la
aplicacion de ambos promotores no pudiera alcanzar niveles mas elevados debido a la alta
capacidad de germinacion de estas semillas (en algunos casos los porcentajes de los grupos

control supero el 90% al final de los experimentos).

Posterior a la emergencia, las bajas temperaturas retrasaron el desarrollo de las plantulas, y
mostraron una asignacion de biomasa orientada primero al crecimiento radicular y luego al
desarrollo de la parte aérea (Fig. 8). La asignacion de biomasa ha sido ampliamente estudiada
en muchas especies (800 experimentos en 850 especies diferentes) (Poorter et al., 2011).
Estos trabajos mencionan que este proceso se da con la finalidad de promover la captura del
factor mas limitante para el crecimiento. Por ejemplo, si el factor limitante estuviera en el
suelo (nutrientes o agua) se asignaria mayor biomasa a las raices y, por el contrario, si el
factor limitante estuviera por encima del suelo (luz, CO3), se asignaria mayor biomasa a las
hojas. Se sabe que las bajas temperaturas disminuyen las tasas de captacion de agua, ya que
afecta la extension de la raiz (al generar células de menor tamafio en la zona de elongacion
de la raiz, se reduce la extensibilidad de las paredes celulares y, por tanto, la capacidad de
elongacion de la raiz se reduce), genera una disminucion la permeabilidad de las membranas
celulares (debido a una menor proporcion de fosfolipidos insaturados, la membrana se
vuelve mas rigida) y disminuye la captacion de agua (se cree que, ademés de aumentar la
viscosidad del agua, las bajas temperaturas ejercerian un efecto en el funcionamiento de las
acuaporinas) (Lambers et al., 2008), por lo que se esperaria una mayor cantidad de biomasa
en la parte radicular para compensar el déficit hidrico. Por otro lado, este reasignamiento de
biomasa también podria explicarse por el hecho que L. meyenii es un cultivo que produce un
notable o6rgano de reserva subterraneo, similar a lo encontrado en Ipomoea batatas, donde
se observa un aumento sustancial en la biomasa de la parte radicular que va acorde al
incremento de la temperatura (17.4°C: 8.82 g; 26.3°C: 70.36 g) (Abukari et al., 2015). Se ha

reportado que las especies que presentan mayor proporcion de biomasa en estructuras
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subterraneas, son aquellas que producen raices y/o tubérculos aprovechables (Petr et al.,
1988), como Solanum tuberosum (papa), Ipomoea batatas (camote), Beta vulgaris
(remolacha) y Helianthus tuberosus (pataca). Estas especies muestran en etapas tempranas
un aseguramiento de la parte radicular, asignando una cantidad importante de biomasa como
reserva para formar estas estructuras en etapas posteriores (Booth et al., 2010; Osaki et al.,

2012).

En el mismo sentido del efecto sobre la morfologia de las plantulas, las bajas temperaturas
limitaron el funcionamiento de la maquinaria fotosintética (Fig. 9 y 10). Este efecto puede
corroborarse tanto por las bajas concentraciones de pigmentos fotosintetizadores en el
tratamiento mas frio, como por los valores de las proporciones entre pigmentos (tanto entre
clorofilas (a/b) y entre clorofilas y carotenoides). Estudios previos en Melilotus officinalis y
Zea mays han documentado que las bajas temperaturas inducen cambios en la composicion
de pigmentos (Beck & Redman, 1940; Haldimann, 1998). Particularmente, un trabajo en
Triticum ferrugineum, una linea pura de trigo, menciona que la sintesis adicional de
protoclorofilida depende directamente de la temperatura (Lubimenko, 1932). Otro trabajo
en Triticum aestivum evidencia que la edad de las hojas en desarrollo tiene un considerable
efecto en la produccion de clorofilas, mostrando una disminucioén en la proporcion de
clorofilas (a/b) conforme las hojas van madurando (Boffey et al., 1980). Dado que una
disminucion en la temperatura genera retrasos en el desarrollo de plantulas, se esperaria
encontrar valores de la proporcion de clorofilas (a/b) mas elevados a bajas temperaturas,
como lo evidencian nuestros resultados (Fig. 10). De la misma manera, la proporcion entre
clorofilas y carotenoides fue menor a bajas temperaturas. Esto podria estar asociado a
eventos de estrés debido a una mayor degradacion de clorofilas que carotenoides mediante
la via PAO (pheophorbid A oxigenase), una enzima clave en la degradacion de clorofilas

(Lichtenthaler & Buschmann, 2005; Biswel, 2013).

Por otro lado, las accesiones no mostraron diferencias consistentes a lo largo de los
tratamientos térmicos, y los promotores tuvieron una influencia reducida sobre la morfologia
de las plantulas, sugiriendo que el efecto de estos factores fue importante solo en las primeras
etapas (hasta la emergencia), pero reducida durante el crecimiento de las plantulas. Cabe
destacar que en el tratamiento de mas baja temperatura, en el que se evidencia el mayor
estrés, si hay una diferencia en el comportamiento de las accesiones, AMA, RMA y NAC.
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Si bien nosotros trabajamos con accesiones de semillas, se ha evidenciado en otros trabajos
con A. thaliana y Betula pendula variaciones en el desempefio de plantulas de ecotipos
distintos sometidos a un estrés térmico (Hasdai et al., 2006; Li et al., 2005). Sin embargo, se
requiere de estudios adicionales para evaluar si las caracteristicas propias del material son

las que generan estas diferencias.

Todos nuestros resultados apuntan a que la temperatura juega un papel clave en el
establecimiento de plantulas de L. meyenii, pues se evidencia que su descenso genera retrasos
en las primeras etapas del desarrollo (germinacion, emergencia y establecimiento), lo que
podria ser una de las principales causas de la alta mortalidad de plantulas observada en el
campo. No obstante, existen otros factores que podrian estar interviniendo, como la
disponibilidad hidrica, por lo que seria de gran utilidad evaluar sus efectos en este cultivo.
Siendo el momento de la emergencia algo importante para el agricultor, tener la capacidad
de predecir el desempefio de las plantulas les ayudaria a prevenir esta alta mortalidad.
Adicionalmente, se evidenciaron diferencias en la calidad de semilla, que posiblemente estén
asociados al manejo del productor, ya que el ordenamiento de las accesiones también
correspondid a los donadores del material. Si bien se podria sugerir mejoras en el manejo
del material, la aplicacion de ambos promotores germinativos seria una alternativa mas
eficaz que otros métodos (por ejemplo, algunos productores mantienen sus semillas en buen
estado al utilizar sacos de yute cubiertos de paja) al comprobarse sus efectos positivos en

diferentes rangos de temperatura establecidos.
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VII.

CONCLUSIONES

Se evidencid una fuerte asociacion entre los eventos de germinacion de semillas

(porcentaje y velocidad) y emergencia de plantulas (porcentaje y velocidad).

La temperatura mostr6 un efecto importante en el desempefio germinativo de L. meyenii,
pues se encontrd6 que su descenso generd retrasos en la germinacion de semillas y

emergencia de plantulas, ademas de retrasar su posterior desarrollo.

Las accesiones mantuvieron diferencias en su desempefio relativo de manera consistente
en todos los tratamientos térmicos, siendo las accesiones RAC y NAC las que
mantuvieron un bajo desempefio, mientras que la accesion AEZ mostro el mejor
desempefio. Esto sugiere diferencias relativas a la calidad de las semillas de acuerdo a

su procedencia.

A lo largo de todos los tratamientos térmicos, la aplicacion de los promotores de
germinacion (4cido giberélico e hipoclorito de sodio) favorecieron ambas etapas
(germinacién y emergencia), perdiendo su efecto en etapas posteriores (post-

emergencia). No se encontro sinergismo entre ambos promotores.
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IX. ANEXOS

Temp. alta

Temp. baja { @ L L @ @ L L L

Tiempo (h)

Esquema 1: Esquema del ciclo de temperaturas alternas con la que se realizaron los ensayos
de germinacion y emergencia (Modelo KBW 400, Marca BINDER)

Imagen 1: Ensayos con placas. Se muestra la distribucion de las placas en cada bandeja
(1A), donde se realizaron 4 réplicas por tratamiento (1B) en el que se sembraron 25
semillas por placa (1C). Tratamientos: hormonal (H) y quimico (Q)
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Imagen 2: Ensayos con bandejas. Los 28 tratamientos se sembraron en bandejas
germinadoras siguiendo el siguiente orden: se establecieron 56 filas de 8 pocillos,

donde cada tratamiento se sembro en dos filas de manera aleatoria. En cada pocillo
se sembraron 3 semillas correspondientes al tratamiento establecido.

Imagen 3: Criterio para la determinacion de plantula emergida. Se muestra un
pocillo sin plantulas emergidas (circulo blanco), plantulas no consideradas para el
conteo (ausencia de cotiledones, circulo amarillo) y plantulas consideradas para
el conteo (presencia de los cotiledones, circulo rojo).
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Imagen 4: Efecto de la aplicacion de promotores germinativos en la germinacion de semillas de L. meyenii. Las imagenes
mostradas corresponden al conteo final (dia 20) de semillas germinadas a un rango de temperatura de 4 — 15°C.
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Imagen 5: Efect(; de los tratamientos térmicos en la morfologia de plantulas de L. meyenii. Las plantulas mostradas fueron obtenidas al
final de cada experimento (dia 30).
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