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Effects of water stress at different temperatures on germination of Bulnesia retama seeds
(Gill. ex. Hook.) Griseb. -Zigofiliceas- in San Luis, Argentina
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Resumen. Se estudié la germinacién de semillas de Bulnesia retama
frente a condiciones de estrés hidrico, simulado con PEG6000 a distintas
temperaturas, y su recuperacién ante el estrés. Las semillas recolectadas en
San Luis (Argentina) se colocaron a germinar en bolsas de polietileno, con
soluciones de PEG6000, para simular potenciales agua: 0 (Control con agua
destilada); -0,25; -0,5; -0,75; -1; -1,25 y -1,5 MPa en estufa de cultivo y en
oscuridad a temperaturas de 18° 25°y 32 °C. Las semillas que no germina-
ron ante el estrés simulado fueron lavadas y colocadas a germinar nueva-
mente en agua destilada a 25 °C. Se registré el porcentaje y la velocidad de
germinacion de las semillas. Las semillas colocadas en agua destilada ger-
minaron con porcentajes superiores al 70% en el rango de 18° a 32 °C sin
diferencias entre temperaturas. A 18 °C, el porcentaje y la velocidad de ger-
minacién disminuyeron significativamente en todos los tratamientos con
PEG, mientras que a 25 °C la respuesta germinativa fue afectada a partir de
-1 MPa. A 32 °C la germinacién no difirié del control en las primeras 48 horas
hasta potenciales osméticos de -1 MPa, pero luego la velocidad y porcentaje
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de germinacién disminuyeron significativamente. El porcentaje de germina-
cién en la recuperacién después del estrés fue similar al porcentaje del con-
trol original, lo que demuestra que las semillas no germinan si no tienen
determinadas condiciones hidricas y térmicas. Estos resultados pueden ser
el resultado de la adaptaciéon de la especie a las condiciones ambientales
propias de la regién.

Palabras clave: Bulnesia retama, germinacién, estrés hidrico.

Abstract. We studied the germination capacity of Bulnesia retama
seeds to conditions of water stress simulated by PEG6000 at different tem-
peratures. We also evaluated their recovery to water stress conditions. Seeds
were collected in San Luis city, Argentina. They were placed in polyethyle-
ne bags with different concentrations of PEG6000 to simulate water poten-
tials of O (control); -0.25; -0.5; -0.75; -1; -1.25 and -1.5 MPa. Seeds were pla-
ced in culture oven without light to three temperatures: 18°, 25° and 32 °C.
Non-germinated seeds were washed and placed again to germinate in disti-
lled water to 25 °C. We registered the percentage and the rate of germination.
Approximately 75% of seeds germinated under all temperatures in the con-
trol treatment. At 18 °C, germination percentages and rates were affected by
all water stress treatments, whereas at 25 °C, these parameters were affected
at water potentials lower than -1 MPa. At 32 °C, germination was not affec-
ted by water potentials higher than -1 MPa during the first 48 hours.
Germination percentages and rates were similar in the recovery and the ori-
ginal control treatments, indicating that seed germination have thresholds of
water and temperature conditions. These results may be the result of the spe-
cies adaptation to the regional environmental conditions.

Key words: Bulnesia retama, germination, water stress.

INTRODUCCION

Bulnesia retama, "retamo", Familia Zigofildceas, es una especie
endémica de América del Sur ampliamente distribuida en las zonas dri-
das de la Argentina, cuyas poblaciones presentan una inusual disyun-
ci6n geogrifica entre el centro argentino y el sur de Nazca, Perd
(Weberbauer, 1939; Palacios y Hunziker, 1984). Su distribucién en la
Argentina abarca las Provincias Fitogeograficas del Monte y el Chaco
Arido (Cabrera, 1994). En la provincia de San Luis (Argentina) se la
encuentra en los bosques bajos de "algarrobos", arbustal de "jarilla" y
"chanar" y en los bosques de "quebracho blanco" y "algarrobo", ocu-
pando casi la totalidad del sector noroeste del territorio provincial

(Anderson et al., 1970).
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Esta especie es considerada dentro del género como altamente adapta-
da a los ambientes secos y evolutivamente la mds avanzada junto a £. chilen-
szs Gay. (Crisci et al., 1979). Se la encuentra en amplias condiciones de suelo,
temperatura y precipitaciones y sus caracterfsticas hacen que cumpla un fuer-
te rol como especie protectora de ambientes y que sea utilizada para cortinas
rompevientos, como fijadora de médanos y ademds como planta melifera
(Ragonese y Piccinini, 1977; Dalmasso y Llera, 1996; Dalmasso, 1998).

La superficie cubierta por Z. retama en la Argentina ha disminuido sig-
nificativamente ya que su madera se utiliza para postes de viniedos, varillas,
fabricacién de carbén, aplicacién en tornerfa y para la extraccion de cera
mediante la poda intensiva (Dalmasso y Llera, 1996; Sosa y Fernandez, 1998).
Por tal motivo se incluye a B. retama entre las especies “vulnerables”, de
situacién “indeterminada” indicando que su manejo y conservaciéon no han
merecido la atencién debida (Chébez, 1994). Existen pocos trabajos sobre la
especie. En San Juan, analizaron la relacién entre véstago-raiz en plantulas
crecidas en vivero sefialando el cardcter axonomdérfico de su parte subterrdnea
(Dalmasso et al., 1994); en San Luis, se estudiaron medios y condiciones de
germinacién més apropiados y la supervivencia al trasplante de plantulas
(Sosa y Fernandez, 1998). Por otro lado también se analizaron los patrones
fenolégicos, floracion y sistema de apareamiento y reproduccién en individuos
de esta especie en la Reserva Nacufian, Mendoza (Debandi et al., 2002).

Teniendo en cuenta que la regeneracién natural de los bosques nativos
es lenta, y frente a la necesidad de generar informacién para el manejo y con-
servacién de esta especie, particularmente en una etapa critica como la ger-
minacién en condiciones desfavorables, el objetivo de nuestro trabajo fue: a)
estudiar la capacidad germinativa de . retama, frente a distintas condiciones
de estrés hidrico y a distintas temperaturas y b) analizar el patrén de recupe-
racién de las semillas no germinadas frente a las condiciones de estrés.

MATERIALES Y METODOS

Los frutos de B. retama fueron recolectados durante el periodo de
fructificacion de la especie, desde Noviembre a Marzo (Legname, 1982), en
los afios 2001 y 2002, en los alrededores del Departamento La Capital,
Provincia de San Luis (33° 16' Sy 66° 39' O). Las condiciones climdticas
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de esta region son: medias térmicas anuales de 17.1 °C; media médxima en
Enero de 24.2 °C, con picos de hasta 34 °C y media minima en Junio de
9.9 °C (Datos Aeropuerto local: afios 1997 al 2001). La precipitacién
media anual histérica para la Ciudad de San Luis es de 600 mm (Pefia
Zubiate et al., 1998).

Las semillas se obtuvieron eliminando los restos secos del fruto
(Sosa y Ferndndez, 1998) y se almacenaron a temperatura ambiente, en
bolsas de papel madera. La germinacién se llevé a cabo en bolsas de
polietileno trasparentes (25cm x 12¢m), provistas con papel absorbente
(Reale et al., 2005), humedecido con 15 ml de agua destilada para los
controles y con soluciones de Polietilenglicol Peso Molecular 6000
(PEG 6000) para simular potenciales agua (V.) de -0,25; -0,5; -0,75; -
1;-1,25y -1,5 MPa (Steuter et al., 1981; Ferndndez y Reale, 1987). Los
ensayos se realizaron en una estufa de cultivo, en oscuridad, a tempe-
raturas de 18 + 2 °C; 25 £ 2 °C y 32 + 2 °C. A partir de la iniciacién de
los ensayos (dfa cero), se registr6 el nimero de semillas germinadas, al
observar la aparicién radicular, a los 2, 4, 7, 10 y hasta 15 dias; luego
las semillas se ponian en mal estado. Se calculé el Porcentaje de
Germinacion (PG) y utiliz6 el Indice de Velocidad de Germinacién - IVG -
(Maguire, 1962), para cuantificar el Vigor Germinativo. En los trata-
mientos con PEG donde se registraron PG menores al 50%, las semillas
no germinadas fueron lavadas con agua destilada y colocadas a germi-
nar nuevamente en condiciones hidricas 6ptimas, a una temperatura de
25 + 2 °C en estufa (Pujol et al., 2000), para estudiar su recuperacion y
se registré el nimero de semillas germinadas, expresando los resultados
en porcentaje.

El diseno experimental fue totalmente aleatorio, con 6 réplicas
por tratamiento, de 30 semillas cada uno. Los datos fueron sometidos
al Andlisis de Varianza (ANOVA) y la Prueba de Tukey para determi-
nar el efecto de los distintos tratamientos, comparando medias con un
nivel de significancia del 5%. Para ello, los porcentajes de germina-
cién fueron transformados al Arco seno y los datos de IVG a raiz cua-
drada para establecer homogeneidad de las varianzas (Garcia de

Santana y Ranal, 2000).
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RESULTADOS

El resultado del ANOVA indicé6 que, el PG de las semillas de B. reza-
ma, fue afectado significativamente por todas las concentraciones de PEG y
por todas las temperaturas ensayadas, mientras que la interaccién de estos dos
factores no fue significativa (Tabla 1); se observé que al aumentar el déficit
hidrico, es decir potencial osmético més negativo, el PG disminuy6 en todas
las temperaturas. Se presentan datos de semillas germinadas sélo hasta el sép-
timo dfa, momento a partir del cual no se registr6 aumento en la germinacién.

En la Fig. 1 se observa que a 18 °C las semillas en todos los trata-
mientos con estrés hidrico presentaron PG significativamente menores
(p<0,05) respecto del control a lo largo del ensayo (Fig. 1a). En temperatu-
ras de 25 °C, las semillas presentaron un patrén de germinacién similar al
control hasta el tratamiento con -0,75 MPa, con PG que no difirieron
(p>0,05) hasta el final del ensayo (Fig. 1b). A 32 °C las semillas que fueron
sometidas a potenciales osméticos de hasta -1 MPa presentaron PG simila-
res (p>0,05) al Control durante las primeras 48 horas; luego los valores de
PG fueron significativamente menores (p<0,05) respecto del control.

El vigor germinativo de las semillas de B. retama representado por
los IVG calculados (Tabla 2) también fue afectado significativamente por el
potencial osmético decreciente y la temperatura (F= 46,65; p<0,05), espe-
cialmente a 18 °C y 32 °C. Bajo estas condiciones, el estrés hidrico simula-
do redujo significativamente las velocidades de germinacién a partir de los
tratamientos con -0,25 y -0,5 MPa, respectivamente. A 25 °C, se obtuvieron
los valores més altos de IVG, los que no difirieron del control hasta poten-
ciales osméticos de -0,75 MPa. En todas las temperaturas ensayadas los
valores de IVG disminuyeron drdsticamente a partir de -1 MPa.

En cuanto a los PG acumulados (Fig. 2), se observé que las semillas
de B. retama colocadas a germinar en buenas condiciones hidricas (control)
no mostraron diferencias significativas en sus porcentajes de germinacién
frente a las temperaturas ensayadas (75,6%; 77,8% y 71,7% para 18°, 25°
y 32 °C, respectivamente). Pero con los tratamientos de estrés hidrico el
comportamiento de la germinacién final de las semillas fue distinto segin
la temperatura. Asf se observé que a 18° y 32 °C, los PG acumulados pre-
sentaron diferencias significativas frente al control (p<0,05) que comenza-
ron a partir de -0,25 MPa; los valores de PG en ambas temperaturas fueron
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similares entre si hasta -1 MPa. A 25 °C las semillas sometidas al estrés
presentaron mejores PG finales, ya que los tratamientos de hasta -1 MPa no
difirieron significativamente del control (p>0,05). Los valores de PG acu-
mulados disminuyeron drdsticamente a partir de -1,25 MPa en todas las
temperaturas ensayadas y fueron casi nulos con potenciales de -1,5 MPa.
Después de los quince dias con tratamientos con PEG6000, las semillas
que no germinaron fueron puestas a germinar en condiciones 6ptimas de tem-
peratura y humedad, para estudiar su recuperacién posterior al estrés. Los por-
centajes de germinacién promedio obtenidos fueron superiores al 60%, sin
diferencias significativas (p>0,05) entre los tratamientos previos con PEG y

Tabla 1. Efectos de tratamientos con estrés hidrico (EH) y temperatura
(Temp.) sobre el nimero de semillas germinadas de Buinesia refama.
Resultados del ANOVA (*Diferencias Significativas a p=0,05).

Table 1. Water stress (FH) and temperature (Temp.) eflects on the number of germinated
seeds of Bulnesia retama. ANOVA results (*Significant differences at p=0.05).

Fuente GL SC MC F P
Temperatura (Temp.) 2 526,206 | 263,103 19,105 0,000*
Estrés hidrico (EH) 6 4382,603 | 730,434 53,040 0,000*
Temp. x EH 12 206,016 24,668 1,791 0,0590
Error 105 1446,000 13,771 - -

Valores transformados a raiz cuadrada.

5% level. Valves are transformed fo square root.

Tabla 2. Indice de velocidad de germinacién (Maguire, 1962) en semillas
de Bulnesia refama bajo diferentes condiciones de estrés hidrico y tempera-
turas. Letras distintas denotan diferencias significativas a un nivel del 5%.

Table 2, Germination rate index (Maguire, 1962) on Bulnesia retama seeds under different
water stress and femperature conditions. Different lefters indlicafe significant differences at a

pota e/ gua| © MPa|-0,25 MPal-0,5 MPal-0,75 MPal -1 MPa |-1,25 MPal-1,5 MPa
18°C | 9,699| 8620 | 8450 | 7926 | 771bc| 3,494 0,53
25°C | 9,59a| 9,73a | 9160 | 884 | 7.67bc| 6,38| 1,70e
32°C  [9,139| 90400 | 8506 | 8116 | 763<| 550 1,13
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Tabla 3. Porcentaje de recuperacion (Media£DS) en la germinacién de semillas
de Bulnesia retama previamente fratadas con distintos niveles de esfrés hidrico y
temperaturas. Lefras iguales en los valores promedio indican que no existen
diferencias significativas a un nivel del 5%.

Table 3. Percentage recuperation (mean=SD) in the germination of Bulnesia retama

seedss previously treated under various water stress and temperature condiitions. Average
valves with the same letter indicate lack of significant differences at a 5% level.

PEG (MPa) 18 °C 25 °C 32 °C
-] - 63,3+19 263,103
-1,25 63,6+13 60,6+19 730,434
-1,5 74, 7+7 86,4+14 24,668
Promedio 68,5 69,6° 13,771

temperaturas (Tabla 3). Sin embargo, para las semillas tratadas previamente
con potenciales osméticos de -1,5 MPa y a 25 °C se registr6 una recuperacion
del 86%. Si bien la recuperacién se observé hasta el dia 21, a partir del sép-
timo dfa no aument6 el nimero de semillas germinadas.

DISCUSION

Bulnesia retama es una especie endémica, de interés econémico y
ecol6gico para nuestra regién, considerada como altamente resistente a la
sequfa (Crisci et al., 1979) debido principalmente a las observaciones
realizadas en individuos adultos. Sin embargo, la respuesta frente a un
estrés puede ser distinta en las plantas adultas, en plantulas o durante la
germinaciéon de las semillas (Cataldn y Balzarini, 1992; Villagra et al.,
2004). Esta tdltima es considerada de gran importancia en el ciclo de vida
de una planta ya que permite el reclutamiento de nuevos individuos
(Jordano et al., 2002). Las tareas de restauracién ecolégica y de manejo
de bosques naturales es una tarea relativamente nueva en distintos luga-
res del mundo que supone y requiere de informacién sobre esta etapa ini-
cial para elaborar planes de manejo adecuado de estos recursos

(Kozlowski, 2002; Li et al., 2003).
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Fig. 1. Progreso de la germinacién en semillas de Bulnesia retama some-
tidas a distintos niveles de estrés hidrico simulado con PEG6000 y a tempe-
raturas de a) 18 °C, b) 25 °C y ¢) 32 °C. Se muestran valores de porcenta-
je de germinacién sélo hasta el séptimo dia a partir del cual no se registré
mds germinacion.
Fig1. Germination percentage variation on seeds of Bulnesia retama exposed to different
levels of water stress using PEG6000 and temperatures of o) 18 °C, b) 25 °C and
¢) 32 °C. After day 7 there was no more germination.
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Nuestra investigacién indica que en condiciones controladas de laborato-
rio, las semillas de . retama colocadas a germinar en agua destilada (controles)
presentan porcentajes superiores al 70% en todas la temperaturas ensayadas.
Estos resultados coinciden con lo informado en trabajos anteriores sobre la espe-
cie (Sosa y Ferndndez, 1998; Debandi et al., 2002) y concuerda con la tempera-
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Fig. 2. Porcentaje de Germinacioén final en semillas de Bulnesia refama
sometidas a distintos niveles de estrés hidrico simulado con PEG4000 y a
distintas temperaturas. Los porcentajes de germinacién fueron transformados
a Arco seno para su tratamiento estadistico. Letras distintas denotan diferen-
cias significativas a un nivel del 5%.

Fig 2. Total germination percentage of Bulnesia retama seed's exposed fo various levels of

water stress (using PEGE000) and temperatures. Germination percentages were fransformed fo
arc sin for statistical analysis. Different letters indicate significant differences at a 5% level.
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tura 6ptima de germinacién en laboratorio informada por varios autores para
otras especies arbéreas tipicas de los ambientes dridos y semidridos de la region,
pertenecientes al género Prosopis (Catalan y Balzarini, 1992; Villagra, 1995;
Villalobos y Peldez, 2001) y al género Acacia (Reale et al., 2005). La amplitud
térmica ensayada, 18 + 2 °C a 32 + 2 °C, serfa favorable para la germinacién de
la especie, aunque deberfan realizarse m4s estudios que representen las condi-
ciones naturales propias de los hébitats de la especie para determinar los reque-
rimientos de temperatura para la germinacién del retamo (temperaturas cardi-
nales, alternancia de temperaturas diurnas y nocturnas, etc.)

Cuando las semillas fueron sometidas a potenciales osméticos decrecien-
tes la respuesta germinativa fue distinta de acuerdo a la temperatura de ensayo.
A 18 + 2 °C, atin el estrés hidrico minimo (-0,25 MPa), produjo una disminucién
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en la velocidad y en el porcentaje de germinacién probablemente debido a la
disminucién del potencial quimico del agua y retencién ejercida por el soluto
utilizado al simular el estrés (Steuter et al., 1981).

La temperatura de 32 + 2 °C estimul6 el inicio de la germinacién en las
semillas tratadas con potenciales osméticos de hasta -1 MPa, pero luego de los
dos primeros dias los pardmetros estudiados disminuyeron respecto del control.
Teniendo en cuenta que en nuestra regién la temperatura alcanza picos de 34 °C,
esto podria resultar favorable para dar inicio a la germinaciéon de la especie, aun-
que de acuerdo a nuestros resultados, también resultarfa peligroso para que se
complete el proceso de germinacion vy la instalacién de las plantulas. El retamo
requiere de micrositios particulares para completar estas etapas (Villagra et al.,
2004). Por ello resultaria de mucha importancia profundizar el estudio de las
condiciones microcliméticas y los factores que condicionan el establecimiento
de plantulas de retamo.

Los resultados obtenidos sobre la germinacién final indicarian que a 18°
y 32 °C, la disponibilidad de agua podria verse limitada. Esto influirfa significa-
tivamente sobre la capacidad germinativa de las semillas debido a que el efecto
del potencial osmético sobre la germinacién de las semillas es aditivo al efecto
del potencial matrico y que estos efectos se acentiian con temperaturas desfavo-
rables (Sharma, 1976).

A 25 °C, las semillas de retamo toleran un potencial osmdético de hasta -
0,75 MPa mostrando buenos valores de IVG y PG final que no difieren del con-
trol, como sucede en estudios similares con semillas de Acacia visco y A. atra-
mentarza, dos especies que se encuentran en la misma region que 5. retama,
(Reale et al., 2005). Estos resultados distan bastante de lo informado para semi-
llas de Prosopis flexuosay P. chilensis, las que toleran potenciales osméticos de
hasta -1,4 MPa en la misma regién (Cony y Trione, 1998).

Nuestros resultados podrian ser interpretados, como sucede con otras
especies de la region del Monte Central en Argentina (Villagra, 1995), como una
buena adaptacién o ajuste de la especie a las condiciones ambientales propias
de la region, en este momento critico del ciclo de vida.

Por otra parte, considerando los datos registrados en la recuperacién pos-
estrés en las semillas de . retama, la viabilidad de las semillas no se ve afec-
tada significativamente por el tratamiento osmético previo, lo cual coincide con
lo informado para otras especies tipicas de la region (Reale et al., 1999, 2005).
En este sentido hay que tener en cuenta que la recuperacion de las semillas ante
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un estrés osmético en algunos casos puede verse estimulado, dependiendo esto
de las caracterfsticas inherentes a cada especie (Ungar, 1991; Pujol et al., 2000).

Se puede concluir que con buenas condiciones de humedad, las semillas
de B. retama germinarfan en un rango amplio de temperaturas, al menos entre
18 °C'y 32 °C, siendo la temperatura de 25 + 2 °C la que dio mejores resultados
para la germinacién de la especie. El estrés hidrico simulado con PEG6000
afecta significativamente la germinacién de las semillas, principalmente a tem-
peraturas de 18°y 32 °C, en las cuales se reducen el porcentaje y la velocidad
de germinacion a partir de potenciales osméticos de -0,25 MPa. Pero a 25 °C, las
semillas presentan porcentajes y velocidad de germinacién que no difieren del
control hasta potenciales osmdéticos de -0,75 MPa. Los altos porcentajes de recu-
peracién de la germinacién pos-estrés en las semillas indicarian que éstas no
germinan mientras no existan ciertas condiciones de humedad en el medio y que
las situaciones de estrés hidrico no afectan la viabilidad de las mismas.
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