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Resumen

Muy pocos son los estudios sobre ruptura de latencia y germinacién en semillas del género Narcissus
dentro del grupo de las monocotileddneas. El objetivo principal de este estudio fue determinar el tipo
de latencia en Narcissus tortifolius y conocer los requerimientos para vencerla. El crecimiento del
embrién y la germinacidn de las semillas fueron estudiados bajo test de estratificacion fria (5°C) y
calida (25°C) durante 60 dias y post-incubacion de las semillas a diferentes temperaturas (5, 10, 15,
20, 25y 20/12°C) que se ensayaron tanto con 12 horas de luz como en oscuridad permanente, durante
30 dias. La longitud media del embrion en semillas frescas fue de 1,77 mm. Los embriones
completaron su desarrollo cuando se sometieron a una estratificacion calida y las semillas germinaron
en todos los rangos de temperatura alcanzdndose los mayores valores de germinacién a 15°C/ luz
(95%). Sin embargo, los embriones crecieron solamente un poco en semillas estratificadas en frio que
solo germinaron un 3% de las incubadas a 15°C/oscuridad. Se concluye que las semillas de Narcissus
tortifolius tienen una latencia morfoldgica y que para romper la misma es necesario una estratificacién
calida.
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Abstract

There are few studies on seed dormancy/germination in the large monocot genus Narcissus. A primary
aim of this study was to determine the kind of seed dormancy in Narcissus tortifolius and relate the
dormancy breaking. Embryo growth and seed germination were studied under test cold stratification
(5°C) and warm stratification (25°C) for 60 days and post incubation of seeds at different
temperatures (5, 10, 15, 20, 25 y 20/12°C). At each temperature, seeds were incubated at
12h/12 h light/dark regime and in continuous darkness, for 30 days. Mean embryo length
in fresh seeds was 1,77 mm. Embryos grew to full size when they were warm stratified and
seed germinated in all temperature ranges reaching the highest values de germination at
15°C/light (95%). However, the embryos grew only slightly in cool stratified seeds
germinated only 3% of the incubated at 15°C/darkness. We conclude that the seed of
Narcissus tortifolius have a morpholocical dormancy and break it warm stratification is
necessary.
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1. Introduccidn

Las semillas de muchas especies de plantas de
zonas templadas son latentes en el momento de
la dispersion, y unos requerimientos especificos
de temperatura deben darse para que puedan
salir de la latencia y germinar [1]. La latencia
previene la germinacién en momentos en que las
condiciones son adecuadas para germinar, pero
con escasa probabilidad de éxito para el
establecimiento de las plantulas [2]. Porlo tanto,
la latencia es un rasgo adaptativo que optimiza la
emergencia de las mismas a lo largo del tiempo.

Asi, el conocimiento de los mecanismos de
ruptura de la latencia de una especie es un factor

importante a la hora de disefiar protocolos de
propagacion ex-situ para reforzar las poblaciones
de la especie objeto de estudio.

De acuerdo con Baskin y Baskin [1], la familia
Amaryllidaceae tiene embriones lineares
subdesarrollados que son plenamente
diferenciados, asi ellos necesitan crecer antes de
que las semillas puedan germinar. Sin embargo,
datos sobre los requerimientos para el
crecimiento del embrién son particularmente
escasos en esta familia.

El género Narcissus L. pertenece a la familia de
monocotiledéneas Amaryllidaceae, la cual
incluye unas 900 especies dentro de 60 géneros
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[3]. Narcissus tortifolius Fern. Casas esta
catalogada como “Vulnerable” en el Catdlogo
Regional de Flora Silvestre Protegida de la Region
de Murcia (BORM 50/2003) y sus poblaciones se
encuentran en las sierras litorales de Cartagena
(La Azohia, Isla Plana, Sierra del Puerto) y en los
cabezos de las inmediaciones de Fuente Alamo.

Con este trabajo se pretende mejorar el
conocimiento sobre las condiciones que
posibilitan el crecimiento del embridn, asi como
la germinacién, en especies con embriones
subdesarrollados.

Por consiguiente, los objetivos de este estudio
son 1) efecto de la temperatura sobre el
crecimiento del embridn y 2) influencia de la
temperatura de estratificacién y condiciones de
iluminacidn sobre la capacidad germinativa de las
semillas a diferentes temperaturas.

2. Materiales y Métodos

2.1 Material vegetal

Las plantas de Narcissus tortifolius pueden
alcanzar 40 cm de altura con bulbos de 1 x 4,6 cm
de didmetro, que presentan numerosas tunicas
(restos basales de las hojas de afios anteriores).
Hojas de hasta 40 cm de longitud y 0,7 cm de
anchura, planas, retorcidas sobre si mismas [4].
El escapo de 4-20 cm algo comprimido y liso, que
puede tener de 2-10 flores con tépalos y corona
de color blanco [5]. Su fruto es una capsula que
puede tener de hasta 50 semillas. Esta especie
forma parte de matorrales, espartizales vy
tomillares, sobre diversos sustratos (arcillas de
descalcificacién, calizas y filitas) en suelos
generalmente poco desarrollados.

2.2 Efecto de la temperatura sobre el crecimiento
del embrién

Las semillas que se utilizaron para llevar a cabo
los ensayos fueron recolectadas de la poblacion
de Fuente Alamo.

En primer lugar, se midié la longitud media del
embriéon en 23 semillas recién recolectadas
colocadas en una placa Petri de 9 cm durante 24
h, sobre dos capas de papel de filtro himedo con
agua destilada. Los embriones fueron extraidos
de semillas embebidas con un bisturi y sus
longitudes medidas usando una lupa equipada
con un micrometro. Este tratamiento es el
control 0.

A continuacién se colocaron 24 semillas por placa
sobre dos capas de papel de filtro humedecido
con agua destilada y precintadas con Parafilm. Se

utilizaron dos placas por tratamiento. Se llevaron
acabo los siguientes tratamientos: estratificacion
fria (5°C/humeda) y estratificacion caliente
(25°C/humeda) y un control en seco a 20°C. Las
semillas se incubaron durante 60 dias, y
posteriormente semillas sanas fueron extraidas
de cada temperatura y sus embriones extirpados
y medidos. La longitud media y el error estandar
fueron calculados en cada muestra de 25
embriones.

2.3 Influencia de la temperatura de
estratificacion y condiciones de iluminacién
sobre la capacidad germinativa de las semillas.

Para ello se prepararon 10 lotes (5 lotes con 12 h
de luz/12 de oscuridad y 5 lotes en oscuridad
total) de 4 placas cada uno con 25 semillas por
placa para cada tratamiento de estratificacion;
fria/himeda, cdlida/himeda y un control
(T2ambiente/seco), que se incubaron durante 60
dias y posteriormente cada lote a 5, 10, 15, 20, 25
y 20/12°C durante 30 dias [1] en cdmaras de
germinacion (Sanyo MLR-351H, Osaka, Japan)
con control digital (+0,1°C, luz fluorescente
blanca fria de 20000 Ix). El recuento de las
semillas germinadas se realizd cada 2 dias en los
tratamientos con fotoperiodo de 12 horas de luz,
retirando de las placas las semillas que iban
germinando. El criterio para decidir que se habia
producido la germinacion fue la emergencia de la
radicula. Para los tratamientos en condiciones de
completa oscuridad las placas se taparon con 2
hojas de papel de aluminio y se contaron las
semillas germinadas al final del ensayo.

2.4 Analisis estadistico

Un andlisis multivariante de la varianza se utilizé
para evaluar el efecto de la temperatura sobre el
crecimiento del embrién y de la germinacién de
las condiciones utilizadas en cada ensayo. Los
datos fueron analizados con el programa
estadistico SPSS 19.0 para Windows (SPSS Inc.
Chicago, EE.UU). La normalidad vy Ia
homocedasticidad de los datos fueron
verificados, y los porcentajes de germinacion se
transformaron en arcoseno. Cuando los efectos
principales eran significativos, las diferencias
fueron probadas por la prueba de comparacion
multiple de Tukey a P<0,05.

3. Resultados y Discusion

Las semillas de N. tortifolius recién recolectadas
tienen un embridn subdesarrollado en el
momento de la dispersién al final de la
primavera. La longitud media del embrién es de
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1,7740,19 mm y tienen que crecer hasta alcanzar
al menos 1,98+0,27 mm (Tabla 1) para ser
susceptibles de germinar (momento en el cual se
produce la emergencia de la radicula). Asi, las
elevadas temperaturas estivales proporcionan
las condiciones apropiadas que conllevan a la
germinacion cuando las temperaturas
descienden en otofio o al principio de invierno.
Sin embargo, los embriones crecen poco
1,90+0,23 mm (Tabla 1)

Los resultados ponen de manifiesto que la
estratificacion fria durante 60 dias y posterior
incubacion de las semillas en todos los regimenes
de temperatura durante 30 dias impidid la
germinacion de las mismas excepto a 10°Cy 15°C
en oscuridad, alcanzandose tan sélo 1 y 3%,
respectivamente (Tabla 2).

La estratificacion cdlida durante 60 dias favorecid
significativamente la germinacién en todas las
temperaturas ensayadas, obteniéndose unos
valores mayores a 20/12y 15 °C en luzdel 75y
95% (Tabla 3), frente al 26 y 71% obtenido en el
control con un 26 y 75% (Tabla 4)
respectivamente.

En general, la oscuridad favorecié la germinacion
de las semillas en todas las temperaturas
ensayadas excepto a 25 °C con respecto a la luz
(Tabla 4) Del mismo modo ocurre cuando las
semillas se someten a una estratificacion cdlida 'y
posterior incubacién a 10°C donde se puede
observar que en oscuridad germinan mas
semillas que en luz, un 95% frente a un 51 %
respectivamente. Este efecto de la luz implica
que las semillas no sean susceptibles de germinar
hasta ser enterradas, suponiendo una ventaja de
cara a la supervivencia de las plantulas ya que en
periodos de sequia serian menos vulnerables que
aquellas que se encuentran en la superficie [6].

Por consiguiente, las semillas tienen latencia
morfoldgica (LM), es decir, los embriones tienen
que crecer dentro de las semillas maduras antes
de que la germinacién sea posible [1].

Desde un punto de vista ecoldgico, este nivel de
latencia supone una excelente adaptacion a
regiones templadas [7;8;9]. Asi, aunque la
dispersion de la semilla se produce a principios
de la primavera, la presencia de un embridn
subdesarrollado y latente evita que la semilla
pudiera germinar tras una tormenta de verano,
que si bien le aportaria una cierta humedad
inicial, el estrés hidrico estival acarrearia la
muerte de las semillas germinadas. De este
modo, la germinacién se retrasa hasta otofio,

momento en el que las condiciones de humedad
son mas propicias para la supervivencia.

4. Conclusiones

Para la produccién de plantas a partir de semillas
es necesario romper la latencia de las mismas en
camaras de germinacién sometiéndolas a un
periodo de estratificacion calida durante 60 dias
con el fin de vencer la situacién en el campo.
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Tabla 3. Efecto de la temperatura y fotoperiodo
sobre la germinaciéon de semillas sometidas a
una estratificacion cdlida (°C)

Tablas y Figuras T2 %Germinacion  %Germinacién
1. Efecto de la temperatura de estratificacion Luz Oscuridad
sobre la longitud del embridn 5°C 50+10,07bA 22+4,00aB
Tratam. Longitud 10°C 5148,87bA 95+6,00cB
embrién 15°C 95+503cA 8916 83bcA
(mm) 20°C 415,66aA 8+4,62aA
1,77+ 0,19b
Control 0 20/12°C 75+7,57bA 73+19,97bA
o 1,900,23ab )
Estrat. 4°C * |etras diferentes en mayusculas con los valores
Estrat.25°C 1,9810,27c dentro de una columna indican diferencias
Control 20°C 1,58+0,20a significativas entre si, y las diferentes letras

* Letras diferentes para valores dentro de una
columna indican diferencia significativa (Test
Tukey; P<0,05)

Tabla 2. Efecto de la temperatura y fotoperiodo
sobre la germinacion de semillas sometidas a
una estratificacion fria

T2 %Germinacion %Germinacion
Luz Oscuridad
10°C 0£0,002A 1+2 abB
15°C 00,00aA 3+2 bB
20°C 00,00aA 0+0,00aA
25°C 0£0,002A 0+0,00aA
20/12°C 00,00aA 0+0,00aA

* Letras diferentes en mayusculas con los valores
dentro de una columna indican diferencias
significativas entre si, y las diferentes letras
minusculas para los valores dentro de una fila
indican una diferencia significativa (Test Tukey;
P<0,05)

minusculas para los valores dentro de una fila
indican una diferencia significativa (Test Tukey;
P<0,05)

Tabla 4. Efecto de la temperatura y fotoperiodo
sobre la germinacion de semillas sometidas a
una estratificacion a 22°C (T2 ambiente)

T2 %Germinacion %Germinacion
Luz Oscuridad
10°C 32+8,64bA 8113,83dB
15°C 71%6,00cA 93+6,00eB
20°C 2+2,31aA 28+9,80bB
25°C 0£0,00aA 0+0,00aA
20/12°C 2618,33bA 5546,83cB

* Letras diferentes en mayusculas con los valores
dentro de una columna indican diferencias
significativas entre si, y las diferentes letras
minusculas para los valores dentro de una fila
indican una diferencia significativa (Test Tukey;
P<0,05)
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