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Resumen: Los bosques de "caldén” en el Distrito del Caldén,
regiéon fitogeografica del Espinal, se encuentran muy
modificados por el efecto de la explotacidn forestal, desmontes,
incendios y el pastoreo excesivo. Para restaurar las 4reas
boscosas degradas y/o la implantacién de nuevas masas
forestales o agroforestales es necesario disponer de fuentes que
suministren material de propagacién de calidad a través del
tiempo. La producciéon de semillas en Neltuma caldenia es
irregular afectada por factores climaticos y bioldgicos. Para
reforzar la conservacion in situ es conveniente implementar
mecanismos de conservacién estitica o ex situ. Este estudio
aborda la influencia en la germinacién y vigor de semillas de N.
caldenia de dos temperaturas de almacenamiento (-18 °C y 5
°C), comtnmente empleadas en bancos de germoplasmas,
durante tres meses. Se empled un disefio experimental
completamente aleatorizado con seis repeticiones. Las semillas
fueron colocadas en cdmara de germinacién a una temperatura
de 30 °C. Los resultados mostraron que el almacenamiento a
-18 °C favorece un mayor poder germinativo y velocidad de
germinacién en comparacién con 5 °C (p < 0,05). Ademds, se
observé una menor frecuencia de hongos en el tratamiento a
-18 °C. Estos hallazgos sugieren que la conservacién a
temperaturas mds bajas no afecta negativamente la viabilidad
de las semillas y puede controlar plagas, siendo una estrategia
eficaz para la conservacién ex situ. Es necesario profundizar en
el efecto a largo plazo de estas temperaturas de
almacenamiento.

Palabras clave: conservacion, semillas ortodoxas, germinacién,
poder germinativo, banco de germoplasma.

Abstract: The "caldén" forests in the Caldén District,
phytogeographic region of Espinal, are greatly modified by the
effect of forestry exploitation, clearing, fires and excessive
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grazing. To restore degraded forest arecas and/or the
implementation of new forest or agroforestry masses, it is
necessary to have sources that supply quality propagation
material over time. Seed production in Neltuma caldenia is
irregular, affected by climatic and biological factors. To
reinforce in situ conservation, it is convenient to implement
static or ex situ conservation mechanisms. This study addresses
the influence on the germination and vigor of N. caldenia
sceds at two storage temperatures (-18 °C and 5 °C),
commonly used in germplasm banks, for three months. A
completely randomized experimental design with six
repetitions was used. The seeds were placed in a germination
chamber at a temperature of 30 °C. The results showed that
storage at -18 °C favors greater germination power and
germination speed compared to 5 °C (p < 0.05). Furthermore,
a lower frequency of fungi is observed in the treatment at -18
°C. These findings suggest that conservation at lower
temperatures does not negatively affect seed viability and can
control pests, being an effective strategy for ex situ
conservation. It is necessary to delve deeper into the long-term
effect of these storage temperatures.

Keywords: conservation, orthodox seeds, germination,
germination power, germplasm bank.
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Introduccién

Los bosques de “caldén” o caldenales constituyen la formacion boscosa més austral de la region fitogeografia
del Espinal conocido como Distrito del Caldén. La superficie boscosa actual es de 3.068.089 ha (MAyDS,
2020) y la estructura de las comunidades vegetales se encuentra muy modificada por el efecto de la
explotacién forestal, desmontes, incendios y el pastoreo excesivo (SAyDS, 2007). Para restaurar las dreas
boscosas degradas y/o la implantacién de nuevas masas forestales o agroforestales es necesario disponer de
fuentes que suministren material de propagacion de calidad a través del tiempo.

En la mayoria de las especies pertenecientes al género Neltuma, se ha reportado una irregularidad en la
produccién de semillas, existiendo afos de alta produccidn, contrastado con anos de nula formacién de
vainas (Lell, 2005). No esta claro cudles son los factores que regulan la produccién de frutos en estas especies,
existen multiples teorias como la época y cantidad de precipitaciones, temperaturas, humedades relativas en
los meses de floracién, poblacién de insectos polinizadores, entre otros (Allione, 2016).

Para reforzar la conservacioén iz situ es conveniente implementar mecanismos de conservacidn estdtica o ex
situ (Verzino et al., 2019), lo que posibilita el mantenimiento de la diversidad genética fuera de su hébitat
natural y disponer de semillas que conserven sus atributos de calidad en los periodos en los cuales la
formacién de vainas es escasa, para asegurar un suministro constante y estable a los productores de plantines
forestales.

Unos de los principales problemas en cuanto a la conservacién de semillas de Neltuma es el ataque por
Braquidos. Conservar los frutos y semillas a bajas temperatura ha sido una estrategia para frenar el ataque de
insectos. Una consigna que surge en estos casos es la influencia de las bajas temperaturas en la conservacion de
la viabilidad de los embriones.

Segtin las normas de FAO (2014) en colecciones de semillas del género Neltuma es recomendable que las
muestras se almacenen entre 5 y 10 °C. Ensayos en Neltuma chilensis (Mol) Stuntz mostraron que bajo
condiciones de almacenamiento a -18 °C, es posible mantener la viabilidad de las semillas por periodos
superiores a 25 afios (Verzino et al., 2019). Por el contrario, mayores tiempos de almacenamiento a
temperatura ambiente producen una disminucién en el porcentaje de germinacién en Neltuma nigra
(Griseb.) (Mabel ez 4/, 2012). Otras experiencias mostraron que en N. zigra (Giamminola ez al., 2011) y N.
alba (Spoljaric ez al., 2007) con el paso del tiempo y en diferentes condiciones de almacenamiento se
modifican pardmetros importantes que condicionan la calidad de las semillas, como son la energfa, capacidad
germinativa y el rasgo de mayor cambio fue el aumento de la presencia de microorganismos.

A pesar de la informacién disponible para algunas especies de Neltuma, hasta el momento no se reportan
estudios en cuanto a la influencia de la temperatura de almacenamiento en semillas de Neltuma caldenia
Burkart. El objetivo del siguiente trabajo fue aplicar dos temperaturas de almacenamiento, comiinmente
empleadas en bancos de germoplasma, y evaluar los pardametros de vigor a los fines de determinar cudl es la
manera mas eficiente de almacenar dichas semillas en el tiempo.

Materiales y métodos

Las semillas de N. caldenia para este ensayo fueron cosechadas en el anno 2021 en la Reserva Natural Forestal
Ralicé (34°51'17.19" S 64° 50'33.38"0) aproximadamente a 23 km de la localidad de Villa Huidobro
(Cérdoba). La region se caracteriza climiticamente como semidrida en transicién a subhumeda de régimen
monzonico. La temperatura media anual es de 16,6 °C. La precipitacién media anual es de 893 mm (valores
climatoldgicos 1981-2010 de las estadisticas del Servicio Meteoroldgico Nacional).
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El ensayo se llevé adelante en el Laboratorio de Dasonomia de la Facultad de Agronomia y Veterinaria de
la Universidad Nacional de Rio Cuarto. Las semillas se extrajeron manualmente de las vainas maduras con el
empleo de alicate. Los tratamientos fueron: a) conservacién a 5 °C (FAQ, 2014) y b) conservacién a -18 °C
(Verzino et al., 2019), ambos por un periodo de tres meses. Luego se escarificaron con una lija 120° hasta
provocar una hendidura para una correcta imbibicion (ISTA, 2019). Realizada la escarificacion, las semillas
fueron colocadas en remojo en vasos con % de agua limpia para una imbibicién uniforme, a continuacidn, se
colocaron en cajas de Petri dispuestas sobre papel absorbente en lotes de 25 semillas. Se emple6 papel ya que
estd presente en la rutina de andlisis de varias especies (Fontana, 2014), permitiendo visualizar ficilmente el
desarrollo de la raiz para una mejor evaluacién de las plintulas. Las semillas fueron colocadas en cdmara de
germinacién a una temperatura de 30 °C a lo largo del proceso de germinacién. Se realizaron observaciones
diarias de: semillas germinadas, embebidas, muertas, con presencia de hongos, y plantulas malformadas.

A partir de los datos de germinacién, por medio de métodos analiticos, se elaboraron los siguientes indices
de germinacién:

Porcentaje de germinacidn [1] relaciona el numero de semillas germinadas en relacién con el total de
semillas puestas en germinacién,

G=—2% %100 (1]

total de semillas

Donde PG: porcentaje de germinacién, n: numero de semillas germinadas el dia i, t: total de semillas.

Existen diversos indicadores que permiten conocer con mayor detalle diferentes caracteristicas del proceso
de germinacién en las semillas. Los indices de germinacién son férmulas en las que se trata de relacionar los
diferentes pardmetros de la germinacién (Gonzalez-Zertuche y Orozco-Segovia, 1996).

Velocidad de germinacion(2] (Gonzdlez-Zertuche y Orozco-Segovia, 1996). Relacién del nimero de
semillas germinadas con el tiempo de germinacién,

Donde VG: velocidad de germinacién, n: nimero de semillas germinadas el dia i, t: tiempo de germinacion
desde la siembra hasta la germinacién de la dltima semilla.

Coeficiente de velocidad(3] (Gonzalez-Zertuche y Orozco-Segovia, 1996). Este indice se basa en el nimero
de semillas germinadas inversamente relacionado con el tiempo y el nimero de semillas germinadas por dia,

_ Enj
CV = Soaixt) x 100 (3]
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Donde CV: coeficiente de velocidad, n: nimero de semillas germinadas el dia i, t: nimero de dias desde la
siembra. Es una medida de la distribucién de la germinacién en el tiempo en relacién con el numero de
semillas germinadas. Es el indice mas comtinmente utilizado, sin embargo, no es estrictamente el valor de la
velocidad, sino el reciproco del tiempo medio de germinacion.

Tiempo promedio de germinacién[4], resistencia a la germinacién o inverso del coeficiente de velocidad
(Gonzalez-Zertuche y Orozco-Segovia, 1996). Es una medida del tiempo promedio de germinacién que
necesitan las semillas para germinar,

Y (mixty)

TPG = T

[4]

Donde TPG: tiempo promedio de germinacidn, ti: nimero de dias después de la siembra, n: numero de
semillas germinadas el dia i.

Indice de germinacion[5] (Gonzalez-Zertuche y Orozco-Segovia, 1996). Utiliza la misma férmula que en el
caso anterior, pero lo relaciona con el nimero de semillas sembradas,

G = 20w g
N

Donde IG: indice de germinacién, n: nimero de semillas germinadas el dia i, t: nimero de dias después de
la siembra y N: total de semillas sembradas.

Factor de uniformidad [6] (Gonzélez-Zertuche y Orozco-Segovia, 1996). Este factor se propone como una
medida de la varianza en el tiempo de germinacién o de la germinacion en el tiempo,

T[(g-X t)" nj]
¥ nj—1

U= 6]

Donde U: factor de uniformidad, g: tiempo promedio de germinacién, ti: numero de dias después de la
siembra, ni: nimero de semillas germinadas el dia 7.

Disefio experimental y anélisis estadistico. Se emple6 un diseno experimental completamente aleatorizado
con seis repeticiones. Se colocaron las 150 semillas para cada tratamiento, en cajas de Petri en 6 lotes de 25
semillas. Los indices de germinacién fueron tratados mediante andlisis de la varianza (ANOVA) y para la
comparacién de medias se empled el test de DGC (0,05 %). Para los andlisis estadisticos se empleé el software
estadistico Infostat (Di Rienzo, 2018).

Resultados

El poder germinativo (PG) acumulado fue estadisticamente mayor en el tratamiento conservado a -18 °C (p
=0,009) respecto a la conservacion sobre cero (Tabla 1).
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Tabla 1
Indices de germinacion para tratamiento de conservaciéon en N caldenia
Tratamiento PG SCH Gmalfo VG Cv IG TPG U
Caldén I()—I(;:)Iadera ¢ 82,67 a 2,67 ns 1,67 ns 5,18a 50 ns 2,02 ns 1,65 ns 472 ns
Caldén Frizer (-18°C)  92,67b  1,33ns 0,33 ns 5,82 b 49 ns 2,08 ns 1,93ns  39ns
P 0,009 0,103 0,067 0,007 0,756 0,675 0,103 0,708
R2 0,51 0,24 0,30 0,52 0,01 0,02 0,24 0,01

PG: porcentaje de germinacion, SCH: porcentaje de semillas con hongos, Gmalfo: porcentaje de germinacién con malformaciones, VG: velocidad de
germinacion, CV: coeficiente de velocidad de germinacion, IG: indice de germinacién, TPG: tiempo promedio de germinacidn, U: factor de uniformidad. P:
probabilidades limites en ANOVA. R2: coeficiente de determinacién. Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas (DGC, P < 0,05).
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En relacién con los indices de germinacién evaluados solo la Velocidad de Germinacién (VG) para el
tratamiento de conservacion a -18 °C fue significativamente superior respecto al tratamiento conservado a 5
°C (Tabla 1). En términos relativos, las semillas de N. caldenia conservadas en frizer germinaron un 12,4 %
mds rapido que aquellas que fueron conservadas en heladera. No se presentaron diferencias estadisticas entre
tratamientos en relacién con el Coeficiente de Velocidad de Germinacién, Indice de germinacién, Tiempo
Promedio de Germinacién y Factor de Uniformidad (p > 0,05).

En el caso de la aparicién de hongos no se observé una diferencia significativa (p = 0,10) en la carga fingica
media entre tratamientos. Sin embargo, evaluadas desde un punto de vista de la frecuencia, en las 6 cdpsulas
de Petri con semillas conservadas a 5 °C, al menos una semilla present6 hongos (frecuencia = 100 %). En
cambio, en el tratamiento a -18 °C, dos cdpsulas no presentaron presencia de hongos, dando una frecuencia

del 66 %.
Discusion

Un estudio donde se evalué el efecto de distintas temperaturas de almacenamiento de N. nigra y Ziziphus
mistol (Giamminola ez al, 2011), por un periodo igual a esta experiencia (3 meses), los autores no
encontraron diferencias en el poder germinativo, pero si en el tiempo medio de germinacién de N. nigra, el
cual presenta un aumento significativo cuando las semillas son almacenadas a temperatura ambiente. En esta
experiencia la aplicacién de dos temperaturas de almacenamiento en N. caldenia no modificod
significativamente el tiempo medio de germinacién, pero si el poder germinativo acumulado y la velocidad de
germinacién, donde se ven favorecidas las semillas conservadas a -18 °C respecto a las conservadas a 5 °C.

Spoljaric et al., (2007) en N. alba demuestran que con el paso del tiempo el rasgo de mayor cambio fue el
aumento de la presencia de microorganismos. Es conocido que las bajas temperaturas son capaces de
controlar enfermedades fngicas y plagas. El género Neltuma es atacado por insectos (Bruquidos) los cuales
producen galerias en las vainas y semillas. Estos no se controlan totalmente a temperaturas sobre cero de 4 a7
°C y menos atin a temperatura ambiente. En esta experiencia no se observaron ataques de plagas en los
tratamientos de conservacién aplicados. En el caso de hongos, se observa un aumento de la frecuencia en las
cajas de Petri con semillas procedentes de conservacién a mayor temperatura (5 °C). Dicha tendencia se
alinea con lo reportado por Verzino er al, (2019) quienes demostraron que bajo condiciones de
almacenamiento a -18 °C es posible hacer un control mas efectivo de plagas y enfermedades y, ademas,
mantener la viabilidad de las semillas por periodos superiores a 25 anos.

Conclusiéon

Se concluye que la temperatura de -18 °C mejora la conservacion de las semillas de N. caldenia en cuanto al
poder germinativo y la velocidad de germinacién en comparacién a cuando las semillas son conservadas a
temperaturas sobre cero.

Por otra parte, no se observaron cambios significativos en los demas indices evaluados, por consiguiente, se
pueden aprovechar las bondades de las bajas temperaturas para el control de plagas y posiblemente hongos.

Es necesario profundizar en el estudio del efecto de dichas temperaturas de conservacién por periodos més
prolongados, superiores a un ano, y en lo posible su respuesta en condiciones de vivero.
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