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DETERMINACION DE LAS CONDICIONES DE GERMINACION Y EL EFECTO DE
PRETRATAMIENTOS EN SEMILLAS DE CUPHEA GLUTINOSA (LYTHRACEAE)

FRANCISCO J. CARDINALI'?, MARIO A. THEVENON'?, MONICA L. MURCIA? y
MARIA E. DI SANTO'

Summary: Determination of germination conditions and the effect of pretreatments in Cuphea glutinosa
seeds (Lythraceae). Cuphea glutinosa shows a high agronomic and agroindustrial potential. Germination
conditions for this species are unknown. The objective of the work is to determine germination conditions,
their impairments and the treatments to overcome them. There were utilized healthy seeds, complete and
quite filled, gathered from a population of Sierra de los Padres, Buenos Aires province, Argentina. There
were applied the following treatments, in six repetitions of 50 seeds, in a completely randomized design:
blank, scarified, gibberellic acid, darkness, potassium nitrate, stratification and temperature alternation.
The germination conditions after the pre-treatments were 24 °C (+/-1) under light, 100 yE.m2.sec”. The
counts of emerged rootlets were performed at 6 and 12 days, except for the treatment with darkness, in
which they were performed at 12 and 18 days. The effect of the treatments was evaluated by ANOVA
and Tuckey tests (p = 0,05). The population showed 50 % of germination; positive response to light, to
stratification, and to potassium nitrate. There was no effect with scarification neither with temperature
alternation. The gibberellic acid showed a negative effect in the percentage of germination, and affected
the carbon partition during the growing of seedlings.

Key words: Dormancy, scarification, stratification, gibberellic acid, potassium nitrate, alternating
temperatures, darkness.

Resumen: Cuphea glutinosa presenta alto potencial agroindustrial y agronémico. Se desconocen las
condiciones de germinacion para la especie. El objetivo del trabajo es contribuir a determinar condiciones
de germinacion, impedimentos para la misma y tratamientos para superarlos. Se utilizaron semillas
sanas, enteras y llenas, recolectadas de una poblaciéon de Sierra de los Padres, provincia de Buenos
Aires, Argentina. Se aplicaron los siguientes tratamientos en 6 repeticiones de 50 semillas, bajo un
disefio completamente aleatorizado: testigo, escarificado, acido giberélico, oscuridad, nitrato de potasio,
estratificacion y alternancia de temperaturas. Las condiciones de germinacion después de los pre
tratamientos fueron a 24 °C (+/-1) con luz, 100 yE.m2.seg". Los recuentos de radiculas emergidas fueron
alos 6y alos 12 dias, excepto en el tratamiento oscuridad en el que fueron a los 12 y a los 18 dias. El
efecto de los tratamientos se evalué mediante ANOVA y Tuckey (p = 0,05). La poblacion mostré 50% de
germinacion; respuesta positiva a la luz, a la estratificacion y al nitrato de potasio. No tuvieron efecto el
escarificado ni las temperaturas alternas. El acido giberélico tuvo un efecto negativo en el porcentaje de
germinacion y afecté la particion de carbono durante el crecimiento de las plantulas.

Palabras clave: Dormicion, escarificacion, estratificacion, acido gibérelico, nitrato de potasio, alternancia
de temperaturas, oscuridad.
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INTRODUCCION

Cuphea glutinosa Cham. & Schltdl. (Lythraceae),
conocida vulgarmente como Siete Sangrias, es una
especie originaria de América templado calida. En
Argentina se la encuentra habitualmente en la estepa
climax y en la region serrana (Cabrera & Zardini,
1978; Marzocca, 1997), particularmente en las
altiplanicies de las sierras pampeanas y subandinas
de Cordoba, Catamarca, San Luis, Tucuman, Jujuy y
Salta (Ratera & Ratera, 1980).

Esta especie presenta un fruto tipo capsula, que
se abre a lo largo de una hendidura lateral, a través
de la cual emergen las semillas. Al igual que todas
las Lythraceae, produce un alto nimero de semillas
por planta (Graham, 1989), entre 212 y 609 en una
estacion de crecimiento (Cardinali et al., 2009), con
abundantes reservas de proteinas y en especial de
lipidos, constituidos por acidos grasos de cadena media
(C8-C14) (Graham et al., 1981; Hirsinger, 1985). Ellos
le aportan potencialmente un alto valor econémico,
dados sus multiples usos en la agroindustria (Hirsinger
& Knowles, 1984; Thompson, 1984; Hirsinger, 1985).
Asimismo en la nutricion, por su alto contenido
en acido laurico, actualmente suministrado casi
exclusivamente por el coco y la médula de palmera
(Graham, 1989; Knapp, 1993).

Dado el claro potencial agroindustrial de esta
especie se vislumbra la posibilidad de su explotacion
agrondmica, lo que pone de relevancia la importancia
de los conocimientos para su cultivo. La germinacion
y los efectos de pretratamientos, como el frio o los
activadores usados frecuentemente, como el acido
giberélico y el nitrato de potasio, son aspectos
totalmente desconocidos para la especie.

El objetivo del presente trabajo es contribuir a
determinar las condiciones mas adecuadas para
evaluar la germinacion en C. glutinosa, los factores
que constituyen posibles impedimentos para la
germinacion y los pretratamientos requeridos para
superarlos.

MATERIAL Y METODO

El estudio se realizd sobre semillas producidas
por una poblacion de C. glutinosa de Sierra de
los Padres (lat. 37° 56° 45” O, long. 57° 46” 45”
S), sistema de Tandilia, Buenos Aires, Argentina.
Las plantas fueron identificadas mediante claves
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taxondmicas segiin Cabrera & Zardini (1978). Se
recolectaron semillas maduras y enteras, a partir
de capsulas en dehiscencia, durante los meses
de febrero y marzo de 2012. Se clasificaron por
tamafio, se descartaron las mas pequefias y se
seleccionaron aquellas sanas enteras y visiblemente

llenas, las que resultaron con un peso de mil

semillas de 1,07 gramos (+/- 0,006).

A efecto de determinar la capacidad germinativa
de las semillas recolectadas, dado que no hay
informacion especifica para C. glutinosa, se efectud
la siembra en sustrato papel humedo (Fig. 1),
sugerido para semillas pequeias, con adecuada
humedad y aireacion, acorde a la metodologia
basica de la Asociacion Internacional de Ensayos de
Semillas (ISTA, 2008).

Cada uno de los 7 tratamientos contd con 6
repeticiones de 50 semillas, que fueron ubicadas
en cajas de Petri plasticas de 9 cm de diametro
con doble papel de filtrado medio. Las cajas se
dispusieron siguiendo un disefio completamente
aleatorizado en estufa de cultivo a 24 °C (+/-1),
con puerta de vidrio transparente que recibia luz del
entorno a una intensidad de 100 p E.m2.seg’'. La
capacidad germinativa (G) de las semillas se evaluo
como porcentaje, efectuando recuentos de radiculas
emergidas a los 6 y a los 12 dias.

A continuacion se describen los detalles de cada
tratamiento:

1) Testigo. Se aplico el protocolo basico hidratando
con 8 ml de agua desmineralizada (Fig. 1).

2) Escarificado. La semillas sufrieron un leve
desgaste de sus cubiertas por escarificado suave
con lija seca 326U3M, (Fig. 1 y 2). Luego se
aplico el protocolo basico.

3) Acido giberélico (GA,). Se aplico el protocolo
basico hidratando con 8 ml de una solucion
acuosa de 60 ppm de GA,, (Fig. 1).

4) Oscuridad. Las cajas fueron sometidas al
protocolo basico pero cubiertas completamente
con papel de aluminio durante 6 dias. Luego
de este periodo se removieron las coberturas
posibilitando la llegada de luz a la semilla.
Se registro el nivel de germinacion a los 12
dias y mas tarde a los 18 dias para uniformar
los tiempos del proceso de germinaciéon con
exposicion a 100 uE.m?.seg”, (Fig. 1).

5) Nitrato de potasio (NO,K). Se aplico el protocolo
basico hidratando con 8 ml de una solucion
acuosa de nitrato de potasio al 0,2%.
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Fig. 1. Modelo experimental de siembra en
sustrato papel humedo mostrando algunos de los
tratamientos, acorde a la metodologia basica de la
Asociacion Internacional de Ensayos de Semillas
(ISTA, 2008).

6) Estratificacion. Las semillas fueron sembradas
como en el tratamiento testigo y ubicadas
en heladera a 5 °C para el tratamiento con
baja temperatura. Al cabo de 8 dias fueron
transferidas a estufa de cultivo siguiendo el
protocolo basico.

7) Alternancia de temperaturas. Se aplico el
protocolo basico pero en camara de crecimiento
provista de 6 tubos fluorescentes de 18 watts.
La temperatura durante el periodo luminico fue
de 30 °C (+/-2) y durante el oscuro fue de 20 °C
(+/-2), (30°C, L, 12h: 20°C, O, 12h).

El efecto de los tratamientos realizados en
bloques completamente aleatorizados se evalud
mediante ANOVA y las medias fueron comparadas
mediante el test de Tuckey (p= 0,05).

RESULTADOS Y DISCUSION

La metodologia basica de siembra aplicada fue
satisfactoria en lo referido al sustrato, nivel de
humedad y temperatura en los que se desarrollo el
trabajo. La temperatura aplicada (24 °C +/-1) es
coincidente con la temperatura 6ptima de entre 18 y

Fig. 2. Vista del tratamiento escarificado y detalle
de una semilla con el desgaste de sus cubiertas por
escarificado suave con lija seca 326U3M.

24 °C determinada por Berti y Johnson (2008) para
germinacion de Cuphea viscosissima Jacq.

Los resultados de los tratamientos aplicados se
presentan en la Figura 3.

1) Testigo. Permitié determinar que el nivel de
germinacion (G) de las semillas producidas por
la poblacion natural de Sierra de los Padres fue
del 50%. Estos resultados indicarian que la mitad
de las semillas producidas no germinan por algiin
tipo de impedimento causante de dormiciéon o
simplemente por falta de viabilidad. Si bien no
hay datos de esta especie en particular, Roath et
al. (1994) determind para C. viscosissima valores
muy variables del porcentaje de dormicion entre
las numerosas plantas muestreadas, el cual fluctud
entre el 7,06 y el 77%, atribuido a la dormicion
generada principalmente por las cubiertas y en
menor medida por los embriones.

Si bien no se cuantifico el porcentaje de plantulas
normales se observo un desarrollo adecuado de
hipocotilos y cotiledones de las plantulas obtenidas
al finalizar el ensayo.

2) Escarificado. Este tratamiento que
eventualmente permitiria superar los impedimentos
ocasionados por las cubiertas de la semilla, no
arroj6 diferencias significativas con respecto
al testigo. Las semillas de C. glutinosa poseen
una cubierta dura debido a la presencia de una
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Fig. 3. Resultados de los diferentes tratamientos expresados en porcentaje de germinacion a los 6 y 12
dias. ANVAy CV p=0,05. (T1: Testigo; T2: Escarificado; T3: GA3 (60ppm); T4: Oscuridad; T5: NO3K (0,2%);

T6: Estratificacion; T7: Alternancia de temperaturas).

endotesta de células esclerenquimaticas que van
siendo sustituidas por células parenquimaticas
hacia el extremo mas aguzado de la semilla.
Asimismo, el tegumento interno o tegmen
muestra varias capas de células parenquimaticas
(exotegmen) y una capa de macroesclereidas
(mesotegmen) o Capa de Malpighi (Cardinali,
et al. 2010). Si bien estas capas de células, de
paredes fuertemente engrosadas que incluyen
la presencia de lignina, le confieren resistencia
mecanica, evidentemente no constituyen una
barrera absoluta para la hidratacion. Es probable
que el ingreso de agua a la semilla ocurra por el
extremo aguzado de la misma, constituido sélo
por células parenquimaticas. En consecuencia, las
cubiertas no serian responsables de una dormicion
primaria. Si bien no hay reportes cientificos
sobre escarificacion en C. glutinosa, estos datos
se oponen a los escasos resultados citados por
la bibliografia para el género Cuphea. Asi,
Widrlechner & Kovach (2000) indican que algunas
especies de Cuphea exhiben dormicion primaria,
la cual generalmente esta asociada a la dureza
de las cubiertas. Coincidentemente, Roath et al.
(1994) destacan la dormicion impuesta por las
cubiertas en C. viscosissima, la cual fue verificada
hasta 5 afios después de cosechada la semilla.
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3) Acido giberélico. Las giberelinas, en particular
el GA,, son ampliamente utilizadas para promover o
inducir la geminacion de semillas en diversas especies
(Ikuma & Thimann, 1963; Tigabt & Odén, 2001)
y romper la dormicion permitiendo la germinacion
y crecimiento del embrioén (Siobhan & McCourt,
2003).

Contrariamente en este trabajo la aplicacion de una
solucionacuosade 60 ppm de GA, caus6 una depresion
en el porcentaje de germinacion. Estos resultados
son plenamente coincidentes con los obtenidos por
Amador-Alférez et al. (2013) quienes, al trabajar en
Ferocactus histrix (DC.) G.E. Linds. (Cactaceae),
tuvieron porcentajes de germinacioén en el noveno
dia de 38,6; 37,4 y 33,8 para concentraciones de 125,
250 y 500 ppm de GA respectivamente, en contraste
con el 56,7% del testigo. Estos resultados pueden ser
atribuidos a que el GA, agregado exdgenamente se
sumaria a la concentracién endogena, produciendo
un efecto inhibidor de la sintesis de GA endogena
por retroalimentacion negativa, tal como lo menciona
Avila Alejandre (2003) para Zea mays L. (Poaceae).

Respecto a estas observaciones, cabe aclarar que
no hay reportes sobre este aspecto para C. glutinosa,
sin embargo Widrlechner & Kovach (2000) al
hidratar con una solucién acuosa de 1 mM GA,
(equivalente a 346 ppma) semillas de C. angustifolia
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Jack. Ex Koehne, C. carthagenensis (Jacq.) J.F.
Macbr., C. koehneana Rose, C. lutea Rose ex
Koehne, C. painteri Rose ex Koehne, C. paucipetala
S.A. Graham, C. procunbens Ortega, C. tolucana
Peyr. y C. wrightii A. Gray, sdlo tuvieron respuesta
significativa en C. procumbens.

Si bien, en el presente trabajo, el GA, provoco una
disminucién de G, se pudo observar un notable efecto
sobre el crecimiento del hipocoétilo y de la radicula
(Fig. 4), aun al aplicar concentraciones menores a las
utilizadas por los autores antes citados.

Los efectos consistieron en una fuerte alteracion de
la particion de carbono de las plantulas. En el primer
recuento, a los 6 dias, se observaron hipocoétilos
alargados y delgados que duplicaron en longitud al
testigo. Este efecto se vio moderado en el segundo
recuento, aunque se mantuvo una significativa
diferencia (Tablal).

Tabla 1. Longitud del hipocétilo y variaciones
en porcentaje de las plantulas testigo y de las
tratadas con GA, a los 6 y 12 dias.

Testigo GA,
6 dias 8,41 16,25
12 dias 13,30 22,00
Incremento (%) 58,15 35,38

El notable crecimiento del hipocétilo repercutio,
como fenomeno fisiologico de correlacion, en el
crecimiento de la radicula. En efecto, el ajuste
de esta alteracion carbonada se refleja en una
importante disminucién del didmetro radicular,
pero sin alterar su longitud. Esto estd indicando
que se prioriza el mantenimiento del alargamiento
radicular y en consecuencia su capacidad de
exploracion, siendo la variable de ajuste del
crecimiento el espesor de la radicula. Este efecto
se manifiesta claramente a través de las relaciones
hipocétilo-radicula (Tabla 2).

Tabla 2. Longitudes y diametros de hipocétilo
y radicula expresados en milimetros de las

plantulas testigo y de las tratadas con GA, y sus
relaciones a los 12 dias.

Testigo GA, Testigo GA,
Longitud 13,30a 22,00b  7,96a 8,34 a
Relacion 0,60:1 0,95:1
Diametro 0,559a 0,503a 0,609a 0,298b
Relacion 1,11:1 2,04:1

*letras iguales indican diferencias no significativas
entre tratamientos

Fig. 4. Semillas germinadas correspondientes a los tratamientos T: testigo y GA: Acido giberélico.
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4) Oscuridad. Este tratamiento puso claramente
en evidencia lanecesidad de luz para la germinacion,
ya que en oscuridad absoluta el nivel de germinacion
alcanz6 solo el 6%, lo que representa el 15,79%
respecto del testigo. La posterior exposicion a la
luz permitié alcanzar en promedio el 36% a los 12
dias y el 58% a los 18 dias, valores estadisticamente
semejantes al testigo. Estos resultados indican
claramente que C. glutinosa requiere luz para
germinar, es decir es una semilla fotoblastica
positiva. Si bien no hay datos especificos para
esta especie, estos resultados coinciden con lo
observado en C. viscosisima por Widrlechner &
Kovach (2000), quienes demostraron la necesidad
de luz para alcanzar los maximos niveles de
germinacion en los tratamientos de frio. Asimismo,
Hernandez Mendoza & Parra Tabla (2013), al
trabajar con C. gaumeri Koechne reportaron una
respuesta positiva a la luz consistente en una mayor
velocidad de germinacion.

5) Nitrato de potasio. El nitrato de potasio
es un promotor de la geminacion recomendado
ampliamente en las Reglas Internacionales de
Ensayos de Semillas (ISTA, 2008) para superar
la dormicién en semillas de diversas especies.
Asimismo, la bibliografia es abundante en cuanto a
resultados favorables por el uso de este compuesto
en semillas con dificultades para germinar. En
este trabajo la hidratacion con solucion acuosa de
nitrato de potasio permitié alcanzar el maximo
porcentaje final de germinacion. Sin embargo, lo
mas relevante es el considerable aumento de la
velocidad de germinacion, ya que en el primer
recuento se alcanzaron porcentajes de germinacion
muy superiores a los del testigo y al tratamiento
estratificado, que también resultdé positivo, y se
lograron practicamente los maximos valores de
germinacion en el recuento final.

Si bien no hay reportes especificamente para
C. glutinosa, Widrlechner & Kovach (2000)
trabajando con 9 especies de Cuphea encontraron
respuesta positiva en C. koehneana, C. procunbens,
C. tolucana, C. carthagenensis'y C. lutea, al aplicar
idénticas concentraciones de nitrato de potasio
que en el presente trabajo. Como informacion
adicional estos autores reportan la comunicacion
personal de A. Logan-Miller, National Seed Storage
Laboratory, acerca de una respuesta positiva de
semilla de Cuphea a la aplicacion de nitrato de
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potasio solo con previo almacenamiento durante
cierto periodo de tiempo.

6) Estratificacion. En este trabajo se encontro
una significativa respuesta al frio luego de 8 dias
a 5 °C, en tanto que los resultados logrados por
Widrlechner & Kovach (2000) para C. viscosissima
indican la necesidad de aplicar 16 a 24 semanas
de tratamiento a 4 °C y en presencia de luz para
alcanzar niveles superiores al 80% de germinacion;
en tanto que para alcanzar niveles de germinacion
similares a los logrados en este trabajo (60%)
debieron aplicar entre 4 y 8 semanas de frio. La
rapida respuesta al pretratamiento a 5 °C por parte
de C. glutinosa, muestra claramente la efectividad
para desencadenar el proceso de germinacion.
No obstante ello, durante el tratamiento a baja
temperatura y en presencia de luz, ninguna de las
semillas present6 salida de radicula, indicadora de
germinacion, lo que permite inferir que C. glutinosa
tiene un umbral térmico de germinacion superior a
los 5 °C.

Estos resultados se corresponden con los aportes
de Berti & Johnson (2008) para C. viscosissima,
quienes encontraron que la temperatura minima
constante para la germinacion vario entre 6 y 10 °C.

En general las respuestas a la estratificacion
estan relacionadas a la caida en la concentracion
de acido abscisico (ABA), a un incremento en los
promotores - basicamente giberelinas - o a ambos
efectos simultdneamente. Sondheimer et al. (1974)
observaron una rapida metabolizacion del ABA
por efecto de la estratificacion a 5 °C de embriones
de Fraxinus americana L. (Oleaceae). Asimismo,
Al-Imam & Qrunfleh (2007) demostraron que la
estratificacion de semillas de Prunus amygdalus L.
(Rosaceae) determino una significativa disminucion
del ABA endodgeno libre y ligado durante los
primeros 15 dias y una completa declinacion a los
45 dias. En este trabajo no hay respuesta a GA, de
manera que segun las evidencias generales seria
posible considerar que la respuesta a este tratamiento
es debida a una caida en la concentracion de ABA o
eventualmente al aumento de otras giberelinas.

7) Alternancia de temperaturas. La alternancia
de temperaturas no produjo ninguna mejora en
el porcentaje ni en la velocidad de germinacion,
ya que los resultados obtenidos no difieren de
los alcanzados por el tratamiento testigo. Estos
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resultados coinciden con Widrlechner & Kovach
(2000) que trabajaron con semillas en dormicion
de C. viscosisima, y no tuvieron respuesta al
tratamiento con alternancia de temperatura de
30/20 °C y en presencia de luz. Estos resultados
se mantuvieron ain con tratamientos adicionales
de GA, o nitrato de potasio. Opuestamente, Rosa
y Ferreira (1998) reportaron que semillas de
C. carthagenensis alcanzaron mas del 80% de
germinacion bajo alternancia de temperaturas y en
cambio a temperaturas constantes de 10 ° C; 15 ° C;
20°C;25°C;30°Cy 35 °C germinaron en un muy
bajo porcentaje aunque las semillas permanecieron
viables.

CONCLUSIONES

La poblacion natural de Cuphea glutinosa de
Sierra de los Padres mostro semillas con un nivel de
germinacion del 50%. Si bien las semillas presentan
cubiertas muy duras, el tratamiento escarificado
no mejord el porcentaje de germinacion, lo que
estaria indicando que no hay un impedimento en
el ingreso de agua ni una resistencia mecénica
para la emergencia de la radicula. La aplicacion
exogena de una solucién acuosa de 60 ppm de
GA, causé una depresion en el porcentaje de
germinacion y alterd la particion de carbono
durante el crecimiento de la plantula. La alternancia
de temperaturas no tuvo efectos en el porcentaje de
germinacion. Sin embargo, se observd claramente
que la estratificacion de las semillas aumentd
significativamente el porcentaje de germinacion
y que el umbral minimo de temperatura para la
germinacion es superior a los 5 °C. Los resultados
dieron cuenta que las semillas de esta especie
se comportaron como fotoblasticas positivas y
respondieron aumentando significativamente el
porcentaje y la velocidad de germinacion, cuando
fueron tratadas con NO,K.
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