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Efecto de los tratamientos de semilla, la procedenciay el riego
en el establecimiento de Hibiscus elatus

Effect of seed treatments, provenance and irrigation
on the establishment of Hibiscus elatus

Laura Montejo Valdésy J.A. Sanchez

Instituto de Ecologia y Sistemética, Ministerio de Ciencia, Tecnologia y Medio Ambiente,
Carretera Varona, km 3%, Capdevila, Boyeros, C.P. 11900, La Habana 19, Cuba
E-mail:laura@ecologia.cu

Resumen

Se estudi6 la emergencia y el crecimiento de las plantulas de Hibiscus elatus en condiciones de vivero, en
semillas sometidas a tratamientos de escarificacion acida en combinacion —o no— con tratamientos de hidratacion
parcial en agua. Las semillas se colectaron en cuatro procedencias boscosas de la Reserva de la Biosfera Sierra
del Rosario (dos bosques maduros siempreverdes estacionales y dos bosques secundarios) y se sometieron
a diferentes frecuencias de riego (diario, dias alternos y una vez por semana) durante su estancia en vivero. Los
tratamientos pregerminativos fueron adecuados para incrementar la emergencia y el crecimiento de las plantulas
en relacioén con el control (semillas no tratadas), para todas las procedencias, aunque el efecto positivo
dependio del nivel de riego del sustrato. El estrés hidrico afectd de forma significativa el vigor de las plantulas,
independientemente del tratamiento utilizado; sin embargo, bajo estas condiciones de siembra, el tratamiento
hidrico resulté el mas favorable para mejorar el funcionamiento de las plantas en las semillas colectadas en el
bosque maduro; mientras que las del bosque secundario tuvieron una mejor habilidad para responder al estrés
hidrico con el de escarificacion, combinado con la hidratacion parcial en agua. Se demostr6 que el empleo de
tratamientos robustecedores a las semillas disminuy6 el efecto daiiino provocado por la insuficiente humedad
del suelo sobre el establecimiento de las plantulas, independientemente del sitio de colecta.

Palabras clave: Crecimiento, emergencia, Hibiscus elatus, hidratacion

Abstract

The emergence and growth of Hibiscus elatus seedlings under nursery conditions was studied, in seeds
subject to acid scarification treatments in combination —or not- with partial hydration treatments in water. The
seeds were collected in four forest provenances of the Sierra del Rosario Biosphere Reserve (two seasonal
evergreen mature forests and two secondary forests) and were subject to different irrigation frequencies (daily,
alternate days and once a week) during their permanence in nursery. The pregerminative treatments were
adequate to increase seedling emergence and growth with regards to the control (untreated seeds), for all
provenances, although the positive effect depended on the irrigation rate of the substratum. The water stress
significantly affected seedling vigor, independently from the treatment used; nevertheless, under these planting
conditions, the water treatment was the most favorable to improve plant functioning in the seeds collected in
the mature forest; while those from the secondary forest had a better ability to respond to water stress with
scarification treatment, combined with partial hydration in water. The use of hardening treatments in the seeds
was proven to decrease the damaging effect caused by the insufficient soil moisture on seedling establish-
ment, independently from the collection site.

Key words: Emergence, growth, Hibiscus elatus, hydration
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Introduccién

Hibiscus elatus Sw., conocida hasta su re-
ciente cambio de sinonimia como Talipariti
elatum (Sw.) Fryxell (Malvaceae), es un arbol
tropical pionero tardio de rapido crecimiento
(Herrera et al., 1997). En Cuba, ocupa bosques
humedos, semideciduos y vegetacion secunda-
ria (Bisse, 1988) y ha sido ampliamente empleado
en planes de reforestacion y en la alimentacion
del ganado (Toral et al., 2001); aunque su
germinacion en condiciones de laboratorio y de
vivero es pobre y erratica, cuando no se aplican
tratamientos pregerminativos (Alvarez, 1984;
Sanchez etal., 2003). También la germinacion y
la emergencia de la plantula en esta especie se
afecta considerablemente bajo condiciones con-
troladas de estrés hidrico y calorico del sustrato
(Sanchez et al., 2003). Segiin Sanchez (2007),
la mayoria de sus semillas frescas presenta
dormancia fisiologica no profunda y solo un
12% del lote muestra dormancia fisica o
impermeabilidad de las cubiertas al agua. El pri-
mer tipo de dormancia sefialado para esta especie
es el mas comun para arboles de bosques tropi-
cales himedos, y el segundo es muy frecuente
en especies de bosques secos (Sautu et al.,
2007); ambos se eliminan mediante tratamientos
pregerminativos de escarificacion acida o me-
cénica, segin lo demostrado por Alvarez (1984),
quien sefiald, ademas, una gran variabilidad en la
respuesta germinativa de la planta, acorde con
la procedencia de las semillas.

En numerosas especies de interés agricola se
ha informado la utilidad de los tratamientos de
hidratacion-deshidratacién, en combinacion
-0 no- con otros tratamientos robustecedores para
mejorar el funcionamiento de las semillas, las
plantulas y el rendimiento agricola bajo condicio-
nes ecoldgicas extremas (Sanchez et al., 2001;
2007). Los resultados con dichos procedimien-
tos son escasos en especies arboreas tropicales,
a pesar de los numerosos beneficios que
brindan para asegurar el establecimiento de las
plantulas; no obstante, se han realizado valio-
sas contribuciones, fundamentalmente en
especies forestales pioneras y otras de gran
importancia econdmica (Sanchez et al., 2004,
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Introduction

Hibiscus elatus Sw, known until its recent
synonymy change as Talipariti elatum (Sw.)
Fryxell (Malvaceae), is a tropical late pioneer
fast-growth tree (Herrera et al., 1997). In Cuba,
It occupies humid, semi-deciduous forests and
secondary vegetation (Bisse, 1988) and it has
been widely used in reforestation plans
and livestock feeding (Toral et al., 2001);
although its germination under laboratory and
nursery conditions is poor and erratic,
when pregerminative treatments are not
applied (Alvarez, 1984; Sanchez et al.,
2003).Germination and seedling emergence in this
species are also considerably affected under
controlled conditions of water and heat stress of
the substratum (Sanchez et al., 2003). According
to Sanchez (2007), most of its fresh seeds show
non-deep physiological dormancy and only 12%
of the lot show physical dormancy or
impermeability of the seed coats to water. The
first dormancy type indicated for this species is
the most common for trees from tropical
rainforests, and the second is very frequent in
species from dry forests (Sautu et al., 2007);
they are both eliminated through pregerminative
treatments of acid or mechanical scarification,
according to Alvarez (1984), who also indicated
a large variability in the plant germination
response, according to the seed provenance.

In many agriculturally important species the
usefulness of hydration-dehydration treatments
has been reported, combined or not with other
hardening treatments to improve seed and
seedling functioning and agricultural yield under
extreme ecological conditions (Sanchez et al.,
2001; 2007). The results with such procedures
are scarce in tropical tree species, in spite of the
many benefits they provide to ensure seedling
establishment; however, valuable contributions
have been made, mainly in pioneer forest and
other economically important species (Sanchez
etal., 2004, 2006; Vargas and Kossmann, 2008;
Brancalion et al., 2008, 2010).

In the H. elatus seeds, such treatments have
been applied to improve germination and seedling
emergence under controlled heat stress
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2006; Vargas y Kossmann, 2008; Brancalion
etal., 2008, 2010).

En las semillas de H. elatus, tales tratamien-
tos se han aplicado para mejorar la germinacion
y la emergencia de las plantulas bajo condicio-
nes controladas de estrés calorico, y también para
revigorizar semillas envejecidas (Sanchezet al.,
2003, 2004; Montejo et al., 2005); sin embargo,
no se conocen los efectos de estos procedimien-
tos fisiologicos en el establecimiento de la especie
en condiciones de déficit de humedad del suelo.
Por lo tanto, el objetivo del trabajo fue evaluar el
efecto de diferentes tratamientos pregerminativos
(escarificacion acida en combinacidén o no con
tratamientos hidricos) en la emergencia de la
semilla de diferentes procedencias; asi como en
el crecimiento y la supervivencia de las plantulas
de H. elatus, sometidas a diferentes condicio-
nes de riego durante su estancia en vivero.

Materiales y Métodos

Descripcion general del sitio. El estudio se
realizd en la Reserva de la Biosfera Sierra del
Rosario (RBSR), Artemisa, Cuba (22°45' N, 82°
50" O), que tiene una extension de 25 000 ha y
varios tipos de formaciones vegetales: boscosas,
arbustivas y herbaceas; entre las mas extendi-
das esta el bosque siempreverde mesoéfilo
(Herrera et al., 1988). No obstante, una parte
importante de la superficie boscosa de la Reser-
va esta cubierta por bosques secundarios con
diferentes grados de perturbacion, debido a la
creacion de terrazas, la apertura de caminos y la
tala selectiva (Herrera et al., 1997). La tempera-
tura media anual es de 24,4°C y la precipitacion
promedio anual, de 2 013 mm; aunque en alturas
mayores a los 400 m puede llegar hasta 2 300 mm
(Herrera et al., 1997). Los suelos son variados
y, segun Hernandez et al. (1988), predominan
los Fersialiticos y los Pardos; y su fertilidad es
muy variable, aunque tiende a ser media.

Colecta de las semillas. Los sitios de colec-
ta de los frutos se seleccionaron segtn el grado
de conservacion de la vegetacion. Estos abarca-
ron dos localidades de zonas boscosas de
vegetacion secundaria, conocidas como El Ta-
burete (82°56°12",0,22°50’46"N) y Las Delicias
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conditions, and also to reinvigorate aged seeds
(Sanchez et al., 2003, 2004; Montejo et al.,
2005); nevertheless, the effects of these
physiological procedures on the species establish-
ment under soil water deficit conditions are not
known. Thus, the objective of the work was to
evaluate the effect of different pregerminative
treatments (acid scarification combined or not
with water treatments) on the emergence of
seeds from different provenances; as well as on
the growth and survival of H. elatus seedlings,
subject to different irrigation conditions during
their permanence in nursery.

Materials and Methods

General site description. The study was
conducted in the Sierra del Rosario Biosphere
Reserve (SRBR), Artemisa, Cuba (22° 45° N,
82°50” W), which has an extension of 25 000 ha
and several types of plant formations: forest,
shrubby and herbaceous; among the most ex-
tended ones is the mesophilous evergreen forest
(Herrera et al., 1988). Yet, an important part of
the forest surface of the Reserve is covered by
secondary forests with different disturbance
degrees, because of the creation of terraces, road
opening and selective cutting (Herrera et al.,
1997). Mean annual temperature is 24,4°C and
annual average rainfall is 2 013 mm; although at
heights of 400 m and more it may be up to 2 300
mm (Herrera et al., 1997). Soils are varied and,
according to Hernandez et al. (1988), Fersialitic
and Brown ones prevail; and their fertility is highly
variable, although it tends to be moderate.

Seed collection. The fruit collection sites
were selected according to the conservation
degree of the vegetation. They comprised two
localities of secondary vegetation forest zones,
known as El Taburete (82°56°12" W, 22°50°46" N)
and Las Delicias (82°56°11" W, 22°51°00"N), and
in mesophilous evergreen forests, in areas called
Helechal (82°57°43" W, 22°49°56" N) and Cima
del Vallecito (from now on, Cima) (82°57°52" W,
22°49°42" N), located within the central section
of the SRBR, which is considered one of the
areas with higher conservation of the original
vegetation structure (Herrera et al., 1997). The
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(82°56° 11" O, 22°51°00" N), y en bosques
siempreverdes mesoéfilos, en areas llamadas
Helechal (82°57” 43" O, 22°49” 56" N) y Cima
del Vallecito (en lo adelante, Cima) (82°57° 52",
0 22°49°42" N), ubicadas dentro de la seccion
central de la RBSR, la cual se considera una de
las areas de mayor conservacion de la estructu-
ra original de su vegetacion (Herrera et al.,
1997). Las semillas frescas de H. elatus se co-
lectaron directamente de la planta madre, a
partir de frutos maduros, mediante una vara te-
lescopica o subiendo a los arboles. La colecta se
realizé durante la principal época de fructifica-
cion de la especie en Cuba, a finales de la
estacion de seca, en el mes de marzo de 2008.
Las semillas se mezclaron y se obtuvieron cua-
tro poblaciones de diseminulos, una de cada zona
de colecta, y se depositaron en frascos de cristal
con cierre hermético, a temperatura de 25°C en
el laboratorio. Los ensayos de viveros se realiza-
ron inmediatamente después de la colecta.
Caracteristicas de los sitios de colecta. En
los sitios de vegetacion secundaria, los arboles
de H. elatus tenian una altura entre 8 y 10 m y
un didmetro no mayor de 20 cm; mientras que
los que crecieron en bosques siempreverdes
meso6filos, cuya vegetacion era muy cerrada, al-
canzaron una altura entre 15 y 25 m y un diametro
de 25 y 30 cm. También la composicion de la
vegetacion en las zonas de colecta fue distinta:
en las areas de vegetacion secundaria habia
menos diversidad de especies arboreas y predo-
minaban las plantas introducidas, tales como:
Syzygum jambos, Roystonea regia,
Manguifera indica, Piper sp., Bambusa
vulgaris y Tectona grandis; en los sitios de
bosque maduro, prevalecia una vegetacion tipi-
ca de lugares humedos de la reserva y
abundaban: Prunus occidentalis, Alchornea
latifolia, Ardisia dentata, Ficus sp.,
Zanthoxilum martinicens y Psycotria
horizontalis; aunque algunos taxones, como
Calophyllum brasiliense, aparecieron en todos
los sitios de colecta. La temperatura del suelo
dentro de cada vegetacion vario durante la épo-
ca de produccion de semilla: en las areas menos
conservadas, la temperatura maxima y minima
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fresh H. elatus seeds were directly collected
from the mother plant, from mature fruits, through
a telescopic wand or climbing up the trees. The
collection was made during the main fructification
season of the species in Cuba, at the end of the
dry season, in March, 2008. The seeds were
mixed and four populations of diaspores were
obtained, one for each collection zone, and were
placed in airtight glass flasks, at 25°C in the
laboratory. The nursery trials were conducted
immediately after collection.

Characteristics of the collection sites. In
the secondary vegetation sites, the H. elatus trees
were between 8 and 10 m high and a diameter
of no more than 20 cm; while those growing in
mesophilous evergreen forests, which vegetation
was extremely closed, reached a height between
15 and 25 m and a diameter of 25-30 cm. The
vegetation composition in the collection zones
was also different: in the secondary vegetation
areas there was lower diversity of tree species
and introduced plants prevailed, such as Syzygum
jambos, Roystonea regia, Manguifera indica,
Piper sp., Bambusa vulgaris and Tectona
grandis; in the mature forest sites, a typical
vegetation of humid places of the reserve
prevailed and the following species were
abundant: Prunus occidentalis, Alchornea
latifolia, Ardisia dentata, Ficus sp.,
Zanthoxilum martinicens and Psycotria
horizontalis; although some taxa, such as
Calophyllum brasiliense, were present in all the
collection sites. The soil temperature within each
vegetation varied during the seed production
stage: in the less preserved areas, the average
maximum and minimum temperature oscillated
between 25,6 and 18,6°C and in the evergreen
forests, between 23,2 and 17,1°C, respectively.

Pregerminative treatments and seeding
conditions. The seeds were subject to the
combinations of pregerminative treatments
(scarification and partial hydration) which were
better in this species, under controlled conditions
of heat stress, according to the report by Montejo
et al. (2005). The treatments used were:
untreated or control seeds (T1); seeds subject to
acid scarification with H,SO, at 96%, during 20°,
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promedio oscilaron entre 25,6 y 18,6°C, y en los
bosques siempreverdes, entre 23,2y 17,1°C, res-
pectivamente.

Tratamientos pregerminativos y condicio-
nes de siembra. Las semillas se sometieron
a las combinaciones de tratamientos
pregerminativos (de escarificacion y de
hidratacion parcial) que resultaron mejores en
esta especie, bajo condiciones controladas de
estrés calorico, segun lo informado por Montejo
etal. (2005). Los tratamientos utilizados fueron:
semillas no tratadas o control (T1); semillas so-
metidas a escarificacion acida con H,SO, al 96%,
durante 20', y lavadas posteriormente con agua
corriente, durante 10' (T2); semillas intactas, que
se hidrataron con agua hasta aproximadamente
el final de la fase I del patron trifasico de absor-
cion de agua (T3); y semillas sometidas a la
combinacion de los tratamientos T2 y T3, es de-
cir, escarificacion acida mas hidratacion parcial
en agua (T4). La fase de hidratacion se realizo a
temperatura alterna de 25/35°C, durante 72 h para
el T3 y 7 h para el T4. La deshidratacion de las
semillas ocurrié a 25 + 1°C (45% de humedad
relativa) durante 48 h, hasta alcanzar, aproxima-
damente, el contenido de humedad inicial
(13-15% con base en el peso fresco).

La siembra se realiz6 en condiciones de vi-
vero, en areas del Instituto de Ecologia y
Sistematica —La Habana, Cuba— (23°01°N,
82°21°0). Las condiciones experimentales fue-
ron: temperatura ambiente (entre 20,7°C y
24,1°C) y luz natural (aproximadamente entre 30
y 40% de la radiacion fotosintéticamente acti-
va). El experimento se efectuo en la estacion
poco lluviosa, entre el 28 de noviembre de 2008
y el 10 de febrero de 2009; durante su realiza-
cion no ocurrieron precipitaciones en el area de
estudio. El riego se aplic6 a capacidad de campo
y se establecieron tres frecuencias: riego diario
(R-D), riego dos veces por semana (R-II) y riego
una vez por semana (R-III). No se aplicaron fer-
tilizantes ni plaguicidas.

Se utilizo suelo de la RBSR, del tipo
Fersialitico Pardo Rojizo (Hernandez et al.,
1988), que es uno de los mas extendidos en los
sitios de colecta de las semillas y en otras
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and later washed with tap water, for 10’ (T2);
intact seeds hydrated with water until about the
end of stage I of the triphasic water absorption
pattern (T3); and seeds subject to the combination
of treatments T2 and T3, that is, acid scarification
plus partial hydration in water (T4). The
hydration stage took place at alternate
temperature of 25/35°C, during 72 h for T3 and 7
h for T4. Seed dehydration occurred at 25 £+ 1°C
(45% of relative humidity) during 48 h, until
reaching, approximately, the initial moisture
content (13-15% on fresh weight basis).

The seeding took place under nursery
conditions, in areas of the Institute of Ecology
and Systematics —Havana, Cuba- (23°01°N,
82°21°W). The experimental conditions were:
ambient temperature (between 20,7°C and
24,1°C) and natural light (approximately between
30 and 40% of the photosynthetically active
radiation). The trial was conducted in the dry
season, between November 28, 2008 and
February 10, 2009; during the experiment no
rainfall occurred in the area of study. Irrigation
was applied at field capacity and three
frequencies were established: daily irrigation
(R-I), irrigation twice per week (R-II) and
irrigation once per week (R-III). Neither
fertilizers nor pesticides were applied.

Soil from the SRBR was used, Reddish Brown
Fersialitic type (Hernandez et al., 1988), which
is one of the most extended in the seed collection
sites and in other plant formations of the SRBR.
It was collected at a depth of 0-10 cm and the
decomposing organic matter (litter and root
remainders) was taken away. Its chemical
characteristics were: pH (H,0): 6,0; oxidizable
organic matter: 5,1%, according to Walkey-
Black; assimilable phosphorus: 10,4 pg g,
according to Machiguin; cation exchange
capacity (addition of Na, K, Ca and Mg): 15,15
cmol kg, by atomic absorption; and total nitrogen:
0,26%, by micro-Kjeldahl. The texture was
clayey loam and saturation moisture was 36,7%
(determined by gravimetric analysis).

The microenvironmental conditions during the
trial period were the following: mean soil
temperature 24,1°C (maximum 29,0°C and
minimum 19,2°C) and relative humidity, 79%.
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formaciones vegetales de la RBSR. Este se co-
lectd a una profundidad de 0-10 cm y se le retird
la materia organica en descomposicion (resto de
hojarascas y raices). Sus caracteristicas quimi-
cas fueron: pH (H,0): 6,0; materia organica
oxidable: 5,1%, segin Walkey-Black; fosforo
asimilable: 10,4 ug g”', segun Machiguin; capaci-
dad de intercambio catidonico (suma del Na, K,
CayMg): 15,15 cmol kg'!, por absorcion atomi-
ca; y nitroégeno total: 0,26%, por micro Kjeldahl.
La textura era loam arcillosa y la humedad en
saturacion fue de 36,7% (determinada por
gravimetria).

Las condiciones microambientales durante el
periodo del experimento fueron las siguientes:
temperatura media del suelo 24,1°C (maxima
29,0°C y minima 19,2°C) y humedad relativa de
79%.

Las semillas control (T1) y las sometidas a
T2, T3 y T4 se sembraron en el suelo contenido
en potes plasticos, blancos, de 25,8 cm de ancho
por 31,5 cm de altura y 5 dm® de capacidad, a
una profundidad de 2 cm; en cada pote se colo-
caron cinco semillas. Para cada procedencia se
establecid un disefo de bloques al azar con tres
repeticiones de 240 potes cada una. A su vez,
dentro de cada bloque se establecieron, de for-
ma aleatoria, los tres niveles de riego para todos
los tratamientos pregerminativos ensayados. En
total, por procedencia se emplearon 720 potes, y
por tratamiento (riego por tratamiento
pregerminativo), 60 réplicas.

Emergencia y vigor inicial de las plantulas.
El conteo de la emergencia se realizd diariamen-
te, durante 30 dias, a partir del comienzo del
experimento. Se determiné el dia de inicio de la
emergencia y el porcentaje de emergencia final
de las plantulas. Los potes se rotaron periodica-
mente hasta el final del experimento, para
eliminar los efectos causados por la posicion, y
las plantulas se regaron de manera diferenciada
a partir de la segunda semana después de la siem-
bra. Posterior a los 30 dias de esta (a los 15 dias
de iniciarse la emergencia) se practico el raleo
de las plantulas para dejar un individuo por pote,
y se seleccionaron al azar 15 individuos por tra-
tamiento, para determinar el vigor de las plantulas
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The control seeds (T1) and the ones subject
to T2, T3 and T4 were planted on the soil
contained in white plastic pots, 25,8 cm wide, 31,5
cm high and a capacity of 5 dm?, at a depth of 2
cm; five seeds were planted in each pot. For each
provenance a randomized block design with three
repetitions of 240 pots each was established. In
turn, within each block, the three irrigation levels
were randomly established for all the essayed
pregerminative treatments. In total, 720 pots were
used per provenance, and 60 replications
(irrigation by pregerminative treatment) were
used per treatment.

Seedling emergence and initial vigor. The
emergence count was performed daily, during 30
days, since the trial beginning. The day of
emergence onset and the final emergence
percentage of the seedlings were determined.
The pots were periodically rotated until the end
of the experiment, to eliminate the effects cause
by position, and the seedlings were irrigated in a
differentiated way since the second week after
planting. After 30 days (15 days after the
emergence onset) seedling thinning was practiced
to leave an individual per pot, and 15 individuals
were randomly selected per treatment, in order
to determine seedling vigor (at this moment all of
them had, at least, two true leaves, in addition to
the cotyledons). Intact seedlings were obtained
by immersing each pot in tap water; then, the
roots were carefully washed to eliminate dirt. As
vigor variable, the dry mass of roots, stem and the
other aerial parts (leaves) was determined, through
their drying in an oven at 70°C, during 48 h.

Plant growth. After the seedling thinning,
those left per pot remained under the above-
described irrigation conditions. The trial was
maintained for 40 days more, in order to evaluate
plant growth until 60 days of permanence in the
nursery. Fifteen seedlings were randomly selected
per treatment and per provenance. The leaves,
stem and roots were separately dried, at 70°C
during 48 hours, and they were weighed
afterwards. The total plant attainment was made
with tap water.

Based on the dry biomass data, the total dry
biomass (total DB) in grams (g) and the fractions
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(en este momento todas tenian, al menos, dos
hojas verdaderas, ademas de los cotiledones). La
obtencion de las plantulas intactas se logrd por
inmersion de cada pote en agua corriente, des-
pués se lavaron cuidadosamente las raices para
eliminar la tierra. Se determind, como variable
del vigor, la masa seca (g) de las raices, del tallo
y de las demas partes aéreas (hojas), mediante
el secado de estas en una estufa a 70°C, durante
48 h.

Crecimiento de las plantas. Después del
entresaque de las plantulas, las que quedaron por
cada pote permanecieron en las mismas condi-
ciones de riego ya descritas. El experimento se
mantuvo por 40 dias mas, con el objetivo de eva-
luar el crecimiento de las plantas hasta los 60
dias de su estancia en el vivero. Se escogieron al
azar 15 plantulas por tratamiento y procedencia.
Las hojas, el tallo y las raices se secaron separa-
damente, a 70°C por 48 h, y después se pesaron.
La obtencion total de las plantas se realizdé con
agua corriente.

Sobre la base de los datos de biomasa seca,
se calcul6 la biomasa seca total (BS total) en
gramos (g) y las fracciones de distribucion de
biomasa (g g') a las hojas (FM hojas), el tallo
(FM tallo) y la raiz (FM raiz total), en relacion
con el peso total de la plantula. Ademas,
se calculo la relaciéon biomasa seca
subterranea/biomasa aérea total (g g') (FB sub-
terranea/aérea). Las plantulas se examinaron
diariamente, para evaluar la supervivencia al fi-
nal del experimento. A partir de la biomasa seca
total de la planta, se estimo la tasa de crecimien-
to relativo (TCR, g g''dia!) después de los 60
dias de permanencia en el vivero; como biomasa
a un tiempo inicial se utilizé la produccion de
materia seca en los primeros 30 dias del experi-
mento. Esta variable se establecio de acuerdo
con Poorter y Garnier (2007), segun la formula:
TCR=InP, -InP/t, -t.Donde: In: logaritmo
neperiano; P, : peso seco de la plantula a un tiempo
inicial; P,: peso seco a un tiempo final; t,: tiempo
inicial; y t,: tiempo final. Este indice muestra una
medida de la produccion de materia seca por uni-
dad de biomasa y tiempo. Para el calculo de la
TCR primeramente se determiné los logaritmos
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of biomass distribution (g g™') to the leaves (FM
leaves), stem (FM stem) and root (total FM root)
were calculated, with regards to the total seedling
weight. In addition, the underground dry biomass/
total aerial biomass ratio (g g') (underground/
aerial FB) was calculated. The seedlings were
daily examined, to evaluate survival at the end of
the experiment. From the total dry biomass of
the plant, the relative growth rate (RGR, g g
day™') after 60 days of permanence in the nursery,
was estimated; as biomass at an initial time the
dry matter production in the first 30 days of the
experiment was used. This variable was
established according to Poorter and Garnier
(2007), following the formula: RGR=InP,~1In
P, t, — t. Where: In: Napierian logarithm; P :
seedling dry weight at an initial time; P,: dry
weight at a final time; t : initial time; and t : final
time. This index shows a measure of dry matter
production per biomass unit and time. For
calculating the RGR, the logarithms of the indivi-
dual plant weights were firstly determined, and
afterwards the mean of those logarithms was
calculated.

Statistical analysis. The mean and standard
error of each studied emergence and growth
variable was calculated. The data normality was
verified through the Kolmogorov-Smirnov
goodness of fit test, and variance homogeneity
was verified through Bartlett’s test. The data
expressed in percentage were transformed into
arcsinV %. The seedling emergence and vigor
variables were processed through simple
classification variance analysis (ANOVA), with
factorial arrangement of the treatments. No
multiple comparison tests were applied a
posteriori, because the independent variables
represent combinations of non structured
qualitative treatment (pregerminative treatment
and seed provenance), with quantitative treatment
(amount of added water, that is, type of irrigation)
(Blanco, 2001). From a correlation matrix, the
principal component analysis (PCA) was applied
to determine how the H. elatus provenances
were interrelated and grouped, according to the
pregerminative treatments and water stress
conditions (with and without stress). In this last
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de los pesos individuales de las plantas, y des-
pués, la media de esos logaritmos.

Analisis estadistico. Se calculo la media y el
error estandar de cada variable de emergencia y
crecimiento estudiada. La normalidad de los da-
tos se verifico mediante la prueba de bondad de
ajuste de Kolmogorov-Smirnov, y la homogenei-
dad de varianza a través de la prueba de Bartlett.
Los datos expresados en porcentaje se transfor-
maron en arcsenV %. Las variables de
emergencia y de vigor de las plantulas se proce-
saron mediante el analisis de varianza (ANOVA)
de clasificacion simple, con arreglo factorial de
los tratamientos. No se aplicaron pruebas de com-
paraciones multiples de medias a posteriori,
debido a que las variables independientes repre-
sentan combinaciones de tratamiento cualitativo
no estructurado (tratamiento pregerminativo y
procedencia seminal), con tratamiento cuantita-
tivo (cantidad de agua adicionada, o sea, tipo de
riego) (Blanco, 2001). A partir de una matriz de
correlacion, se aplico el analisis de componentes
principales (ACP) para determinar como se
interrelacionaron y agruparon las procedencias
de H. elatus, segun los tratamientos
pregerminativos y las condiciones de estrés
hidrico (con y sin estrés). En este tltimo analisis
se utilizaron los valores individuales de cada
muestra o réplica por tratamiento.

Resultados y Discusion

Las semillas colectadas en los sitios de bos-
ques de vegetacion secundaria (El Taburete y
Las Delicias) presentaron una viabilidad inicial
(porcentaje de germinacion final a la temperatu-
ra optima de la especie) de 91%; mientras que
en los diseminulos provenientes de Helechal y
de Cima (bosques siempreverdes mesofilos) fue
de 89 y 69%, respectivamente. El contenido ini-
cial de humedad de los lotes varié entre 13,0 y
15,7%, y las poblaciones del bosque maduro tu-
vieron una mayor humedad. La masa seca
promedio de las semillas, determinada mediante
el secado durante 17 h a temperatura constante de
103 £ 2°C (ISTA, 1999), en EI Taburete y Las
Delicias fue de 0,0197 g (= 0,0009) y 0,0207 g
(£0,001), y en Helechal y Cima vario6 entre 0,0116
(£0,0006)y 0,0139 g (+0,0007), respectivamente.
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analysis the individual values of each sample or
replication per treatment were used.

Results and Discussion

The seeds collected in the secondary
vegetation forest sites (El Taburete and Las
Delicias) showed an initial viability (final
germination percentage at optimum temperature
of the species) of 91%; while in the diaspores
from Helechal and Cima (evergreen mesophilous
forests) it was 89 and 69%, respectively. The
initial moisture content of the lots varied between
13,0 and 15,7% and the populations of the mature
forest had higher moisture. The average dry mass
of the seeds, determined through drying during
17 h at constant temperature of 103 +2°C (ISTA,
1999), was 0,0197 g (+ 0,0009) and 0,0207 g
(£0,001) in El Taburete and Las Delicias, and in
Helechal and Cima it varied between 0,0116
(£0,0006) and 0,0139 (= 0,0007), respectively.

Seedling emergence and vigor. The variance
analysis indicated that the onset of seedling
emergence was not affected by the interaction
of the tested factors (provenance, irrigation
frequency and pregerminative treatment),
although the last two principal effects did
significantly affect this indicator (table 1). On the
contrary, the final emergence percentage and total
dry biomass of the first-harvest seedlings depen-
ded, significantly, on the interaction of the three
factors.

In the seeds from El Taburete and Las Deli-
cias, under any irrigation condition, the
pregerminative treatments were adequate to
accelerate the onset of radicle emergence, with
regards to the control (table 2). The final
emergence percentage in these lots, under R-I
conditions, was higher in the seeds from T2 and
T4; while T3 did not show differences with
regards to the control. On the other hand, when
R-II was applied, the pregerminative treatments
increased seedling emergence as compared with
the control. Yet, by decreasing irrigation
periodicity even more (R-III), the final emergence
percentage was affected, mainly in the untreated
seeds and the ones subject to T2 (table 2).
Seemingly, scarification in H,SO, under this
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Emergencia y vigor de las plantulas. El
analisis de varianza indico que el inicio de la
emergencia de las plantulas no se afecto por la
interaccion de los factores probados (proceden-
cia, frecuencia de riego y tratamiento
pregerminativo), aunque los dos ultimos efectos
principales si afectaron significativamente este
indicador (tabla 1). En cambio, el porcentaje de
emergencia final y la biomasa seca total de las
plantulas de la primera cosecha dependieron, de
forma significativa, de la interaccion de los tres
factores.

En las semillas procedentes de El Taburete y
Las Delicias, en cualquier condicion de riego, los
tratamientos pregerminativos resultaron adecua-
dos para acelerar el inicio de la emergencia de la
radicula, en relacion con el control (tabla 2). El
porcentaje de emergencia final en estos lotes, en
condiciones de R-I, fue mayor en las semillas
procedentes de T2 y T4; mientras que T3 no
mostro diferencias con respecto al testigo. Por
su parte, cuando se aplicé R-II, los tratamientos
pregerminativos incrementaron la emergencia de
las plantulas en relacion con el control. Sin em-
bargo, al disminuir aun mas la periodicidad del
riego (R-III), se afectd el porcentaje final de
emergencia, principalmente en las semillas
no tratadas y sometidas a T2 (tabla 2).
Al parecer, la escarificacion en H,SO, bajo esta
condicion de déficit de humedad del sustrato
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condition of moisture deficit of the substratum
caused seed deterioration and viability loss.

In these seed lots from secondary vegetation
forests, T4 was the most appropriate for
increasing the emergence percentage under any
irrigation conditions. With such treatment and the
lowest substratum moisture, the emergence onset
in El Taburete and Las Delicias occurred in less
time (eight and nine days after seeding) with
regards to the other treatments, and the final
emergence percentage was 52 and 64%,
respectively. On the contrary, in the T1 seeds
under equal irrigation condition, seedling
emergence occurred since 18 days after seeding
in El Taburete and after 21 days in Las Delicias,
and only 28 and 12% emergence was obtained
at the end of the experiment, respectively (table 2).
This proved the effectiveness of combining the
two treatments in the establishment of such lots.
Nevertheless, as irrigation decreased, T3 was
equally adequate to accelerate and increase
emergence, under unfavorable conditions for
establishment.

On the other hand, in the seeds collected in
Helechal and subject to daily irrigation, the highest
percentage and emergence rate were reached
with T2, as compared with T1. However, with
R-IT and R-III the regenerative response of the
lot in such treatment was affected, by drastically
decreasing the number of emerged seedlings

Tabla 1. ANOVA para los efectos tratamiento pregerminativo, frecuencia de rie-
g0, procedencia y sus interacciones sobre la emergencia y el vigor de

las plantulas de H. elatus

Table 1. ANOVA for the effects pregerminative treatment, irrigation frequency,
provenance and their interactions on emergence and vigor of H. elatus

seedlings
Fuente de variacion Inicio Emergencia Biomasa
emergencia  final plantula
Procedencia (A) 1,39 ns 4,17* 0,75 ns
Riego (B) 3,45% 5,51%* 3,28 ns
Tratamiento pregerminativo (C)  3,78* 4,40* 10,3%%*
AxB 0,92 ns 0,24 ns 1,31 ns
AxC 2,31 ns 0,52 ns 0,86 ns
BxC 2,19 ns 0,40 ns 0,30 ns
AxBxC 0,97 ns 1,89* 1,66%*
*P<0,05 *** P<0,001 ns: no significativo
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Tabla 2. Efecto de los tratamientos pregerminativos y del riego sobre las variables de emergenciay vigor de las

pléantulas de la primera cosecha

Table 2. Effect of pregerminative treatments and irrigation on the emergence and vigor variables of the seedlings

from the first harvest

Procedencial Iticio dela emergencia Emergenicia final Biomasa seca total
Tratam iento (Hag) (%) (2
R-I E-II R-III R-1 R-1I R-III E-1 R-II R-ITI
El1Taburete T1 18,2 14,0 12,0 40,0 40,0 28,0 0050 0,031 0,040
T2 11,0 95 2.0 60,0 42,0 12,0 0,063 0,050 0,040
T3 1z,0 10,0 10,2 44.0 56,0 440 0042 0,040 0,040
T4 11,4 10,0 8.3 64,0 60,0 52,0 0088 0,052 0,050
EE+ 1,65 1,01 2,24 f,40 4,43 8,846 0006 0,004 0,002
Las T1 25,0 17,5 21,3 28,0 32,0 140 0042 0,030 0,025
Dielicias T2 13,8 10,0 14,0 52,0 4410 g0 0049 0,03% 0,035
T3 14,2 14,6 11,4 32,0 60,0 60,0 0,059 0,058 0,050
T4 9.0 11,7 9.2 64,0 650 @40 0059 0,058 0,053
EE+ 3,37 1,65 2,63 8,48 755 150 0003 0,006 0,006
Helechal T1 22,0 12,0 14,3 24.0 20,0 12,0 0,052 0,031 0,028
T2 &0 9.6 9.8 52,0 28,0 16,0 0,040 0,040 0,030
T3 11,0 12,6 13,5 40,0 a0,0 20,0 0083 0,081 0,080
T4 11,0 12,8 &80 44.0 52,0 42,0 0,049 0,042 0,045
EE+ 3,08 0,73 1,86 5,88 9,52 a1 0004 0006 0,007
Cima T1 116 8.6 0.6 53,3 45,0 28,0 0038 0,030 0,044
T2 10,0 10,4 13,0 320 42,0 26,6 0,041 0,040 0,031
T3 10,6 10,8 11,5 a0,0 56,0 33,3 0050 0,058 0,040
T4 9.1 9% 10,0 450 350 240 0058 0,042 0,039
EE £ 0,72 0,47 0,77 6,03 4,33 1,95 0004 0,006 0,003

T1: semillas no tratadas; T2: semillas sometidas a escarificacion acida durante 20" ; T3: semillas hidratadas hasta el final de
la fase | del patron de imbibicion; T4: T2 mas hidratacion parcial en agua.

provocé el deterioro de las semillas y la pérdida
de viabilidad.

En estos lotes de semillas de bosques de ve-
getacién secundaria, el T4 fue el mas apropiado
para incrementar el porcentaje de emergencia,
en cualquier condicion de riego. Con dicho trata-
miento y con la menor humedad del sustrato, el
inicio de la emergencia en El Taburete y Las
Delicias ocurrié en menos tiempo (a los ocho y
nueve dias de la siembra) respecto al resto de
los tratamientos, y el porcentaje de emergencia
final fue de 52 y 64%, respectivamente. En cam-
bio, en las semillas de T1 con igual condicion de
riego, la emergencia de las plantulas ocurri6 a
partir de los 18 dias en El Taburete y alos 21 en
Las Delicias, y solo se obtuvo al final del experi-
mento un 28 y 12% de emergencia,
respectivamente (tabla 2). Ello evidenci6 la

(table 2). For such reason, under alternate-day
irrigation conditions, the water treatments (T3
and T4) were the ideal ones to increase the
number of seedlings, with which more than 50%
emergence was obtained at the end of the trial;
while the control did not exceed 20%. On the
other hand, under severe soil moisture deficit
conditions, only T4 was effective to improve the
emergence capacity, by propitiating a significant
increase in the number of produced seedlings
(table 2).

In the seeds collected in Cima, once the
irrigation periodicity decreased, no treatment
could accelerate the emergence onset with
regards to the control, and only T3 caused an
increase of the final emergence percentage, under
any irrigation condition (table 2). The hardening
method was not adequate, because it decreased
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efectividad de combinar los dos tratamientos en
el establecimiento de dichos lotes. No obstante,
amedida que disminuy0 el riego el T3 fue igual-
mente adecuado para acelerar e incrementar la
emergencia, en condiciones desfavorables para
el establecimiento.

Por su parte, en los diseminulos colectados
en Helechal y sometidos a riego diario, se alcan-
zaron los mayores porcentajes y velocidad de
emergencia con el T2, respecto al T1. Sin em-
bargo, con R-II y R-III se afect6 la respuesta
regenerativa del lote en dicho tratamiento, al dis-
minuir drasticamente el nimero de plantulas
emergidas (tabla 2). Por ello, en condiciones de
riego en dias alternos, los tratamientos hidricos
(T3 y T4) fueron los idoneos para incrementar el
numero de plantulas, con los que se alcanzé mas
de un 50% de emergencia al final del ensayo;
mientras que el control no supero el 20%. Por
otra parte, bajo condiciones severas de déficit
de humedad del suelo, solo el T4 fue efectivo
para mejorar la capacidad de emergencia, al pro-
piciar un incremento significativo en el niimero
de plantulas producidas (tabla 2).

En las semillas colectadas en Cima, una vez
que la periodicidad de riego disminuyd, ningin
tratamiento logro acelerar el inicio de la emer-
gencia en relacion con el control, y inicamente
T3 provoco un incremento del porcentaje de
emergencia final, en cualquier condicion de rie-
go (tabla 2). El método robustecedor no fue
adecuado, pues disminuy6 el numero final de
plantulas en todas las condiciones de hidratacion
del sustrato. Al parecer, en este lote —el de me-
nor viabilidad inicial (69%) pero el mas vigoroso,
dado el alto porcentaje de emergencia en las se-
millas control cuando el riego fue diario— T4
provoco un sobreacondicionamiento de las se-
millas, el cual agoto las reservas nutricionales,
redujo el nimero de plantulas emergidas y retar-
doé el inicio de la emergencia de la radicula.
Resultados similares en semillas de hortalizas
sometidas a hidratacion parcial fueron obtenidos
por Welbaum y Bradford (1991), quienes con-
cluyeron que la efectividad de estos tratamientos
depende del grado de maduraciéon o poder
germinativo inicial de los diseminulos en el
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the final number of seedlings under all the
substratum hydration conditions. Seemingly, in this
lot —the one with the lowest initial viability (69%),
but the most vigorous, given the high emergence
percentage in the control seeds when irrigation
was daily applied- T4 caused seced
overconditioning, which depleted the nutritional
reserves, reduced the number of emerged
seedlings and delayed the onset of radicle
emergence. Similar results were obtained in
vegetable seeds subject to partial hydration by
Welbaum and Bradford (1991), who concluded
that the effectiveness of these treatments
depends on the maturation degree or initial
germination capacity of the diaspores at the
moment of collection. Also Sanchez et al. (2001)
and Moradi-Dezfuli et al. (2008) stated that the
species characteristics, the variety or lot, the
correct standardization of pregerminative
treatments and the ecological conditions deter-
mine the effectiveness of such treatments.

The total dry biomass of the seedlings
harvested 30 days after the beginning of the
experiment, was significantly affected (P<0,001)
because of the pregerminative treatments and
factor interaction (table 1). In seeds collected in
El Taburete, under daily irrigation and alternate-
day irrigation conditions, the highest total biomass
values were reached with the application of T2
and T4; while in the soil of lower moisture only
T4 produced seedlings with higher vigor, as
compared with the others. On the other hand, in
Las Delicias, under any irrigation conditions, T3
and T4 produced the seedlings with the highest
total biomass (table 2). However, only when water
deficit was caused in both lots the differences
between the above-mentioned treatments and the
control increased (table 2). In fact, in the
seedlings from El Taburete, subject to irrigation
on alternate days and from scarified seeds (T2)
and conditioned seeds (T4), increases in 83% of
total dry matter were obtained as compared with
T1; while in Las Delicias, when the irrigation
decreased to one frequency, with the above-
mentioned water treatments, the total biomass
values were doubled with regards to the untreated
seeds (table 2).
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momento de la colecta. También Sanchez et al.
(2001) y Moradi-Dezfuli et al. (2008) plantea-
ron que las caracteristicas de la especie, la
variedad o lote, la correcta estandarizacion de
los tratamientos pregerminativos y las condicio-
nes ecoldgicas determinan la efectividad de dichos
tratamientos.

La biomasa seca total de las plantulas, cose-
chadas a los 30 dias de iniciado el experimento,
se afecto significativamente (P<0,001) debido a
los tratamientos pregerminativos y la interaccion
de los factores (tabla 1). En semillas colectadas
en El Taburete, en condiciones de riego diario y
en dias alternos, los mayores valores de biomasa
total se alcanzaron con la aplicacion de T2 y T4;
mientras que en el suelo de menor humedad solo
el T4 produjo plantulas de mayor vigor, con res-
pecto al resto. Por su parte, en Las Delicias, en
cualquier condicion de riego, T3 y T4 produjeron
las plantulas de mayor biomasa total (tabla 2).
No obstante, solo cuando se provoco el déficit
hidrico en ambos lotes se incrementaron las di-
ferencias entre los tratamientos antes
mencionados y el control (tabla 2). De hecho, en
las plantulas de El Taburete, sometidas a riego
en dias alternos y procedentes de semillas
escarificadas (T2) y acondicionadas (T4), se
obtuvieron incrementos de la masa seca total de
un 83% en relacion con T1; mientras que en Las
Delicias, cuando el riego disminuy6 a una frecuen-
cia, con los tratamientos hidricos mencionados se
duplicaron los valores de la biomasa total con res-
pecto a las semillas no tratadas (tabla 2).

En Helechal, con todas las frecuencias de rie-
go, T3 fue el mas efectivo, al producir plantulas
con un mayor desarrollo y duplicar los incremen-
tos en la masa total, en condiciones extremas de
déficit de humedad del suelo en relacion con el
control (tabla 2); mientras que en las plantulas
procedentes de Cima, dicho tratamiento solo fue
el mas idoneo cuando el riego comenzo a dismi-
nuir a dos veces y una vez por semana, al producir
un crecimiento de la masa total de 95 y 89%,
respectivamente. También con el empleo de T4
se obtuvieron resultados similares cuando el rie-
go se aplico diariamente y una vez por semana
(tabla 2).
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In Helechal, with all the irrigation frequencies,
T3 was the most effective, by producing more
developed seedlings and doubling the increases
in total biomass, under extreme conditions of soil
moisture deficit with regards to the control
(table 2); while in the seedlings from Cima, such
treatment was the most ideal only when irrigation
began to decrease to twice and once per week,
producing an increase of total biomass of 95 and
89%, respectively. With the use of T4 similar
results were also obtained when irrigation was
applied daily and once per week (table 2).

This increase in seedling vigor using the water
treatments, mainly on a soil subject to low
irrigation, could occur due to the capacity
acquired by plants to avoid or decrease cell
damage caused by water stress (Kozlowski and
Pallardy, 2002). Nevertheless, these results differ
from the ones obtained by Murungu and Madanza
(2010), who considered that conditioning in wheat
seeds did not have any effect on the seedling dry
weight.

The results with T2 were higher than with T'1
in El Taburete, in R-I and R-II; in Las Delicias,
in all irrigation frequencies; in Helechal and Cima,
when irrigation occurred on alternate days, in the
seedlings from Cima when irrigation took place
once per week (table 2). T2, under these
conditions, favored the vegetative development
of the seedlings. Similar results were obtained
by Mabundza et al. (2010) in Passiflora edulis
seeds, using scarification treatments in H,SO,,
which increased seedling emergence and vigor.
Yet, when irrigation decreased the lowest values
of this variable were obtained in any lot subject
to such treatment (table 2). Seemingly,
scarification in H,SO, under this condition of
substratum moisture deficit affected seedling vi-
gor and vegetative development.

Previous studies, conducted by Montejo et al.
(2005), proved that the use of conditioning
treatments in seeds, combined with acid
scarification, accelerates and increases final
emergence in this species and produces seedlings
with higher vegetative development. Likewise,
in seeds of pioneer tree species, Sanchez et al.
(2003) obtained similar results with the application
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Este crecimiento en el vigor de la plantula con
el empleo de los tratamientos hidricos, principal-
mente en un suelo sometido a baja irrigacion,
podria deberse a la capacidad que adquieren las
plantas para evitar o disminuir el dafo celular
provocado por el estrés hidrico (Kozlowski y
Pallardy, 2002). No obstante, estos resultados
difieren de los obtenidos por Murungu y Madanza
(2010), quienes consideraron que el acondicio-
namiento en semillas de trigo no tuvo efecto sobre
el peso seco de la plantula.

Los resultados con el T2 fueron superiores
que con el T1 en El Taburete, en R-1 y R-II; en
Las Delicias, en todas las frecuencias de riego;
en el Helechal y la Cima, cuando el riego ocurrid
en dias alternos, en las plantulas de la Cima cuan-
do se rego una vez por semana (tabla 2). T2, en
estas condiciones, favorecid el desarrollo
vegetativo de las plantulas. Resultados similares
fueron obtenidos por Mabundza et al. (2010) en
semillas de Passiflora edulis, con el empleo de
tratamientos de escarificacion en H,SO,, los
cuales incrementaron la emergencia y el vigor
de las plantulas. No obstante, cuando el riego
disminuy6 se obtuvieron los valores mas bajos
de esta variable en cualquier lote sometido a di-
cho tratamiento (tabla 2). Al parecer, la
escarificacion en H SO, bajo esta condicién de
déficit de humedad del sustrato afecto el vigor y
el desarrollo vegetativo de la plantula.

Estudios previos, realizados por Montejo
et al. (2005), demostraron que el empleo de tra-
tamientos acondicionadores en las semillas,
combinados con la escarificacion acida, acelera
¢ incrementa la emergencia final en esta espe-
cie y produce plantulas con un mayor desarrollo
vegetativo. Igualmente, en semillas de especies
de arboles pioneros, Sanchez et al. (2003) obtu-
vieron resultados similares con la aplicacion de
tratamientos hidricos en combinacién —o no— con
el tratamiento robustecedor de choque térmico.
Con este tratamiento, Sanchez et al. (2006) lo-
graron plantulas de Trichospermum mexicanum
con un mayor crecimiento que las procedentes
de semillas testigo; igualmente a lo informado
para otras plantas forestales pioneras como
Guazuma ulmifolia, con el empleo de
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of water treatments combined —or not- with the
heat shock hardening treatment. With this
treatment, Sanchez et al. (2006) achieved
Trichospermum mexicanum seedlings with
higher growth that those from control seeds;
similarly to the report for other pioneer forest
plants such as Guazuma ulmifolia, using water
and osmotic procedures (Brancalion etal., 2010),
and for tree legumes (Albizia lebbeck and
Gliricidia sepium), in which a hydration-
dehydration cycle increased seedling establish-
ment in nursery (Gonzalez et al., 2009).

In agriculturally important plants, Sanchez et
al. (2001) successfully tested these physiological
methods under heat stress, and Casenave and
Tosenill (2007) did it under drought and
substratum salinity conditions. According to
Sanchez et al. (2003, 2007), the advantages of
hardening treatments are more evident under
stress conditions, possibly as consequence of the
stimulation of the mechanisms involved in evading
cell dehydration, which induce tolerance to
environmental stress and cell damage repairing
(Farooq et al., 2009).

According to the above-explained facts,
Henckel (1982) concluded that the metabolic and
physiological changes caused by such treatments
accelerate the vegetative development of plants
in their first life stages, through a higher synthesis
of protein, DNA, RNA, as well as an increase in
the amylase activity (Farooq et al., 2009); this
enzyme is positively correlated to reserve
mobilization and germination rate (Basra et al.,
2005), which has direct incidence on the increase
of seedling establishment and growth.

Plant growth. Total dry biomass at the end
of the trial showed significant differences, due
to the interaction between provenance and
irrigation, and between provenance and
pregerminative treatment (table 3). On the other
hand, the biomass distribution to the leaves and
total root was only affected due to the irrigation
frequency, unlike the stem, which showed
significant differences in the provenance-
irrigation and irrigation-pregerminative treatment
interactions (table 3).

In general, in all the lots, the highest dry
biomass amount was produced in the plants that
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procedimientos hidricos y osmoticos (Brancalion
et al., 2010), y para leguminosas arbdreas
(Albizia lebbeck y Gliricidia sepium), en las
que un ciclo de hidratacion-deshidratacion
incremento el establecimiento de las plantulas en
vivero (Gonzalez et al., 2009).

En plantas de interés agricola, Sanchez et al.
(2001) probaron con éxito estos métodos fisiolo-
gicos bajo estrés caldrico, y Casenave y Tosenill
(2007) lo hicieron en condiciones de sequia y
salinidad del sustrato. Segun Sanchez et al. (2003,
2007), las ventajas de los tratamientos
robustecedores son mas evidentes en condicio-
nes de estrés, posiblemente como consecuencia
de la estimulaciéon de los mecanismos
involucrados en evadir la deshidratacion celular,
los cuales inducen la tolerancia al estrés ambiental
y la reparacion de dafios celulares (Farooq
et al., 2009).

De acuerdo con lo anterior, Henckel (1982)
concluy6 que los cambios metabolicos y fisiolo-
gicos provocados por dichos tratamientos
aceleran el desarrollo vegetativo de las plantas
en sus primeras etapas de vida, a través de una
mayor sintesis de proteina, DNA, RNA, asi
como un incremento en la actividad de la amilasa
(Farooq et al., 2009); esta enzima esta
correlacionada positivamente con la movilizacion
de reservas y la velocidad de la germinacion
(Basra et al., 2005), la cual incide directamente
en el incremento del establecimiento y crecimien-
to de la plantula.

Crecimiento de las plantas. La biomasa seca
total al final del experimento mostrd diferencias
significativas, debido a la interaccion entre la pro-
cedencia y el riego, y entre la procedencia y el
tratamiento pregerminativo (tabla 3). Por su parte,
la distribucion de biomasa a las hojas y a la raiz
total solo se afecté debido a la frecuencia
de riego, lo cual no ocurrié en el tallo,
que mostrd diferencias significativas en la
interaccion procedencia-riego, y riego-tratamien-
to pregerminativo (tabla 3).

En general, en todos los lotes, la mayor canti-
dad de biomasa seca se produjo en las plantas
que crecieron con el nivel éptimo de humedad
del sustrato (tabla 4). En condiciones de R-I, los
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grew with the optimum substratum moisture level
(table 4). Under R-I conditions, the total dry mass
values of all provenances varied between 0,45
and 1,79 g. Nevertheless, this indicator tended to
decrease as irrigation frequency was reduced,
independently from the collection site: in the
substratum with R-II, the biomass values were
between 0,26 and 1,73 g, and in R-III, between
0,24 and 0,63 g (table 4).

The highest biomass production of the
seedlings was reached in El Taburete
independently from the substratum moisture level
and treatment, with the exception of the Helechal
seedlings from T3, and the Cima seedlings subject
to T2 under daily irrigation conditions. The
Helechal control seedlings irrigated on alternate
days, and those from scarified Cima seeds and
conditioned Helechal seeds, under extreme soil
moisture deficit conditions, reached the highest
total weight with regards to the other
provenances. On the other hand, the lowest value
of this variable was shown by Las Delicias
seedlings from T2, when irrigation was applied
once per week (table 4).

Sanchez (2007) also obtained in this species
and other pioneer, and successive-stage, trees,
the highest dry biomass values by increasing the
substratum nutrient level. As it is known, this plant
preferably occupies humid or semi-humid
ecosystems (Herrera et al., 1997), where its
growth is influenced by the presence of nutrients
and water in the soil; although it can be found in
environments with certain aridity degree, maybe
because of'its large phenotypical plasticity, which
allows it to germinate and become established in
more heterogeneous sites regarding nutritional
and water resources (Sanchez, 2007).

The pregerminative hydration-dehydration
treatments had a significant effect on seedling
growth, and the response depended on seed
provenance (table 4). With the application of T3
and T4 the highest total biomass values in
seedlings from seeds collected in the secondary
forest (El Taburete and Las Delicias). T4 was
the best under any irrigation condition, by
propitiating a higher absolute biomass
accumulation in leaves as well as stem and roots
(data not shown) as compared to untreated plants.
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Tabla 3. ANOVA para los efectos procedencia, riego, tratamiento y sus
interacciones sobre la biomasa seca total de la plantula al
finalizar el experimento, y su distribuciéon en componentes

aéreos y subterraneos

Table 3. ANOVA for the effects provenance, irrigation, treatment and
their interactions on total seedling dry biomass at the end of
the trial, and its distribution into aerial and underground

components
Fuente de variacién  Biomasa Fraccion Fraccién  Fraccion
seca total hoja tallo raiz total
Procedencia (A) 2,31 1,02 0,86 1,31
Riego (B) 7,54** 4,99* 0,31 7,83***
Tratamiento (C) 3,96* 1,65 0,29 0,70
AXB 3,77* 1,36 4,98** 1,65
AXxC 3,39* 0,32 2,26 0,63
BxC 1,20 1,36 5,19** 1,28
AxBxC 1,04 1,35 1,69 1,03
*P<0,06 **P<0,01 ***P<0,001

valores de masa seca total de todas las proce-
dencias variaron entre 0,45y 1,79 g. No obstante,
este indicador tuvo una tendencia a disminuir en
la medida que se redujo la frecuencia de riego,
independientemente del sitio de colecta: en el
sustrato con R-I1 los valores de biomasa estu-
vieron entre 0,26 y 1,73 g, y en R-111, entre 0,24
y 0,63 g (tabla 4).

La maxima produccién de biomasa de las
plantulas se alcanzo en El Taburete, independien-
temente del nivel de humedad del sustrato y el
tratamiento, con excepcion de las plantulas del
Helechal procedentes del T3, y las de la Cima
sometidas al T2 en condiciones de riego diario.
Las plantulas control del Helechal humedecidas
en dias alternos, y las procedentes de semillas
escarificadas de la Cima y de semillas acondi-
cionadas del Helechal, en condiciones extremas
de déficit de humedad del suelo, alcanzaron el
mayor peso total en relacion con el resto de las
procedencias. Por su parte, el menor valor de
esta variable lo presentaron las plantulas de Las
Delicias provenientes del T2, cuando el riego se
aplico una vez por semana (tabla 4).

También Sanchez (2007) obtuvo en esta es-
pecie y en otras plantas arbdreas pioneras, y de
otros estadios sucesionales, los mayores valores
de biomasa seca al incrementarse el nivel de
nutrientes del sustrato. Como es conocido, esta

However, the performance of seeds from the
evergreen forest was different. In Helechal to-
tal biomass only increased remarkably with the
application of T3, under any irrigation condition;
while the other treatments were damaging for
growth, when irrigation took place daily and on
alternate days (table 4). Acid scarification
affected the reproductive response of this
provenance, even more when it was combined
with the water treatment, because it caused a
decrease in seedling growth. Nevertheless, under
extreme drought conditions, in T2, T3and T4 total
biomass increases of 0,14; 0,32 and 0,18%
occurred, respectively, as compared with the
untreated seedlings. Likewise, Sanchez et al.
(2007), in Leucaena leucocephala, and Basra
et al. (2005), in rice seeds, achieved beneficial
effects of the hardening treatment on the
vegetative development of the plant. These
authors ascribed such results to the physiological
processes stimulated by the seed hydration and
dehydration alternation. In this sense, Halmer
(2004) considered that the seed response to
conditioning was the increase of harvest yield
and quality, mainly under suboptimal and stress
conditions for the species.

In the seeds from Cima, subject to daily
irrigation, all treatments increased final biomass
with regards to the control (table 4). Yet, when
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planta ocupa preferentemente ecosistemas hu-
medos o semihtimedos (Herrera et al., 1997),
donde su crecimiento esta influenciado por la
presencia de nutrientes y agua en el suelo; aun-
que puede encontrarse en ambientes con cierto
grado de aridez, debido quiza a su gran plastici-
dad fenotipica, que le permite germinar y
establecerse en sitios mas heterogéneos en cuan-
to a recursos nutrimentales e hidricos (Sanchez,
2007).

Los tratamientos pregerminativos de
hidratacion-deshidratacion tuvieron un efecto sig-
nificativo sobre el crecimiento de las plantulas, y
la repuesta dependio de la procedencia seminal
(tabla 4). Con la aplicacion de T3 y T4 se obtu-
vieron los mayores valores de biomasa total en
las plantulas de semillas colectadas en el bosque
secundario (El Taburete y Las Delicias). El T4
fue el mas idoneo en cualquier condicion de rie-
go, al propiciar una mayor acumulacion de
biomasa absoluta tanto en las hojas como en el
tallo y las raices, que varid segun el riego (datos
no mostrados) en relacion con las plantulas sin
tratamiento.

Sin embargo, el comportamiento de las semi-
llas procedentes del bosque siempreverde fue
diferente. En Helechal la biomasa total solo se
increment6 considerablemente con la aplicacion
del T3, en cualquier condicion de riego; mientras
que el resto de los tratamientos resultaron perju-
diciales para el crecimiento, cuando el riego se
realizd diariamente y en dias alternos (tabla 4).
La escarificacion en acido afectd la respuesta
reproductiva de esta procedencia, ain mas cuan-
do se combind con el tratamiento hidrico, pues
provoco una disminucion en el crecimiento de
las plantulas. Sin embargo, en condiciones ex-
tremas de sequia, en T2, T3 y T4 se produjeron
incrementos de la biomasa total de 0,14; 0,32 y
0,18%, respectivamente, respecto a las plantulas
no tratadas. Del mismo modo, Sanchez et al.
(2007), en Leucaena leucocephala, y Basra
etal. (2005), en semillas de arroz, lograron efec-
tos beneficiosos del tratamiento robustecedor en
el desarrollo vegetativo de la planta. Estos auto-
res atribuyeron dichos resultados a los procesos
fisiologicos estimulados por la alternancia de la
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irrigation frequency decreased (R-II), only T3
was adequate to increase such variable; while in
R-III, T3 and T2 exceeded the final value of to-
tal seedling biomass with regards to the control,
although the lot survival was significantly
affected. Seemingly, the water method caused
hardening of the seedlings, which are more
resistant to dehydration and have regenerative
systems better protected against environmental
damage (Henckel, 1982).

These results coincide with the ones obtained
by Murungu et al. (2003), who used
pregerminative treatment in corn and cotton crops
on dry soils, and corroborated that conditioning
improved early growth on soils without irrigation,
for which the differences in the soil conditions
could also explain the different response.

In general, in this species irrigation had a
remarkable effect on plant growth, by having
significant incidence on leaf (P<0,05) and total
root production (P<0,001) (table 3). When
irrigation occurred every day, all the provenances
distributed more biomass to the leaves than to
the root, independently from the treatment;
something similar occurred when irrigation took
place on alternate days, with the exception of
the control seedlings from Las Delicias and
Helechal. However, when irrigation was applied
once per week there was a decrease in dry mass
production destined to leaves in all the lots
(treated or untreated), at the expense of an
increase in total root biomass, except in the con-
trol seedlings from Las Delicias (where leaf
production was favored), with regards to the plant
yields under daily irrigation (table 4). Yet, when
irrigation took place once per week, only the con-
trol seedlings from El Taburete subject to T3 and
T4, and also those from Las Delicias with such
treatments, distributed more biomass to the root
than to leaves; while in the Helechal lot T2 and
T4 propitiated higher growth of the root as
compared with the leaves, unlike Cima where
only T3 caused an increase of this variable
(biomass to the root), given the small increase
reached with T2 (table 4).

In general, the highest leaf and root production
was obtained in the seeds subject to
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hidratacion y la deshidratacion de la semilla. En
este sentido, Halmer (2004) consider6 que la res-
puesta de la semilla al acondicionamiento fue el
incremento del rendimiento y la calidad de la co-
secha, principalmente bajo condiciones
suboptimas y de estrés para la especie.

En las semillas procedentes de la Cima, so-
metidas a riego diario, todos los tratamientos
incrementaron la biomasa final en relacion con
el control (tabla 4). Sin embargo, cuando dismi-
nuy6 la frecuencia de riego (R-II), solo T3 fue
adecuado para incrementar dicha variable; mien-
tras que en R-III, T3 y T2 superaron el valor
final de biomasa total de las plantulas con
respecto al testigo, aunque se afecto
significativamente la supervivencia del lote. Al
parecer, el método hidrico provoco el robusteci-
miento de las plantulas, las cuales son mas
resistentes a la deshidratacion y poseen siste-
mas regenerativos mejor protegidos contra dafios
ambientales (Henckel, 1982).

Estos resultados coinciden con los obtenidos
por Murungu et al. (2003), quienes emplearon
tratamientos pregerminativos en cultivos de maiz
y algodon en suelos secos, y corroboraron que el
acondicionamiento mejoré el crecimiento tempra-
no en suelos sin irrigacion, por lo que las
diferencias en las condiciones del suelo también
podrian explicar la respuesta diferente.

En general, en esta especie el riego tuvo un
efecto marcado en el crecimiento de las plantas,
al incidir significativamente en la produccion de
hojas (P<0,05) y de raiz total (P<0,001) (tabla 3).
Cuando el riego fue diario, todas las proceden-
cias distribuyeron mas biomasa a las hojas que a
la raiz, independientemente del tratamiento; de
manera similar sucedid cuando la frecuencia de
riego fue en dias alternos, con excepcion de las
plantulas control de Las Delicias y Helechal. Sin
embargo, cuando el riego se aplico una vez por
semana hubo una disminucién en la produccion
de masa seca destinada a las hojas en todos los
lotes (tratados o no), a expensas de un incre-
mento en la biomasa de la raiz total, excepto en
las plantulas control de Las Delicias (donde se
favorecio la produccion de hojas), en relacion con
los rendimientos de las plantas en condiciones
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pregerminative treatments, as compared with the
untreated ones; except in Las Delicias and Cima,
on well hydrated substrata, where the highest
root production values in seeds without
pretreatment were obtained, as well as in
Helechal (T1), on a soil with moderate humidity.

On the other hand, the biomass destined to
the stem only depended, significantly, on the
interaction established between provenance and
irrigation (table 3). However, under daily irrigation
conditions, the seedlings from El Taburete (T2)
and the Cima control seedlings distributed the
highest biomass value to the stem (0,17 and 0,18
g, respectively); while on soils irrigated on
alternate days, the control seedlings from Las
Delicias and Cima reached values between 0,20
and 0,22 g, respectively. Yet, under severe drought
conditions, only the Helechal seedlings subject
to T4 achieved the highest values of this varia-
ble; in El Taburete and Cima, with equal humidity
level (R-III), the results differed independently
from the treatment (table 4). On the other hand,
the rest of the populations did not show significant
differences among treatments (table 4). Villar
et al. (2004), when studying the growth of 24
ligneous species, concluded that, unlike the
compensation in biomass distribution to the aerial
and underground biomass, the proportion destined
to the stem does not seem to be related to plant
growth.

In general, the underground dry biomass/
aerial dry biomass ratio, in all the provenances
and under daily and alternate-day irrigation
conditions, showed a trend to higher aerial
biomass production (stem plus leaves) than
towards the roots, independently from the
treatment (table 4); this could have been a way
to ensure fast growth, and, thus, escape the
fluctuations of the environment in which tropical
pioneer forest species are developed (Bazzaz,
1996; Sanchez et al., 2003). However,
independently from the seed collection site, when
there was extreme irrigation decrease an
increase of this variable was observed with
regards to the seedlings subject to daily irrigation,
because of a higher production of secondary roots
in all the studied provenances (data not shown),
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de riego diario (tabla 4). No obstante, cuando se
regd una vez por semana, solo las plantulas con-
trol de El Taburete sometidas a T3 y T4, y
también las de Las Delicias con dichos tratamien-
tos, distribuyeron mas biomasa a la raiz que a las
hojas; mientras que en el lote del Helechal T2 y
T4 propiciaron un mayor crecimiento de la raiz
respecto a las hojas, a diferencia de la Cima donde
unicamente T3 propicié un incremento de esta
variable (biomasa a la raiz), dado el poco au-
mento alcanzado con T2 (tabla 4).

En general, la maxima produccion de hojas y
raices se alcanzo6 en las semillas sometidas a tra-
tamientos pregerminativos, en relacion con las
no tratadas; excepto en Las Delicias y Cima, en
sustratos bien hidratados, donde se logro los va-
lores maximos de produccion de raices en
semillas sin tratamiento previo, al igual que en
Helechal (T1), en un suelo con nivel de hume-
dad medio.

Por su parte, la biomasa destinada al tallo solo
dependio, significativamente, de la interaccion
que se establecid entre procedencia y riego (ta-
bla 3). No obstante, en condiciones de riego diario,
las plantulas de El Taburete procedentes de T2 y
las plantulas control de Cima distribuyeron el
maximo valor de biomasa al tallo (0,17 y 0,18 g,
respectivamente); mientras que en suelos hume-
decidos en dias alternos, las plantulas testigo de
Las Delicias y Cima alcanzaron valores entre
0,20y 0,22 g, respectivamente. Sin embargo, en
condiciones severas de sequia, solo las del
Helechal sometidas a T4 lograron los mas altos
valores de esta variable; en El Taburete y la Cima,
con igual nivel de humedad (R-III), los resulta-
dos difirieron independientemente del tratamiento
(tabla 4). Por su parte, en el resto de las pobla-
ciones no hubo diferencias significativas entre
los tratamientos (tabla 4). Villar et al. (2004), al
estudiar el crecimiento en 24 especies lefosas,
concluyeron que, a diferencia de la compensa-
cion en la distribucion de la biomasa a la parte
acrea y la subterranea, la proporcion que se des-
tina al tallo no parece estar relacionada con el
crecimiento de la planta.

En general, la relacion biomasa seca subte-
rranea/biomasa seca aérea, en todas las
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from the conditioning treatment (T3), as in Las
Delicias, where the seeds subject to T3 reached
values over 1,0 (table 4). This allowed higher
absorption surface to collect water and soil
nutrients and, thus, higher survival in a habitat
where these resources are limited (Villar et al.,
2004).

This result coincides with the ones obtained
by Vilagrosa et al. (2003), who stated that, as
water stress increases, there is a decrease of
leaf biomass as plant strategy to prevent the loss
of the individual. In this sense, Henckel (1982)
concluded that, under drought conditions,
hardened seedlings tend to distribute higher
biomass amounts to the root, than those from
untreated seeds.

The RGR tended to decrease with the
substratum moisture level (table 4). In general,
all the populations reached the highest growth
rate values on soils subject to higher irrigation:
with daily irrigation the RGR values varied from
0,07 to 0,11 mg mg' day'; with moderate
irrigation, between 0,05 and 0,11 mg mg™! day;
and under lower moisture conditions, between
0,05 and 0,08 mg mg'! day'. The El Taburete
seedlings from conditioned seeds (T3 and T4)
had the highest growth rate values with any
irrigation frequency, which allowed reaching
higher total biomass in less time, with regards to
the other provenances (table 4). Villar et al.
(2004) stated that plants show a close relation
between higher allotment of biomass to leaves
and, consequently, higher growth rate; or rather
higher allotment of biomass to the root, with
which higher water and soil nutrient absorption
is obtained, but at the expense of lower growth.
This occurred in Las Delicias seedlings on lower
moisture soils, which showed higher biomass
allotment to the root (underground biomass/aerial
biomass fraction > 1) and lower RGR (table 4).

Such effect coincides with previous
experiences about the variation of the seedling
relative growth rate, regarding the substratum
conditions in tropical trees (Sanchez, 2007) and
also in Mediterranean ligneous species (Antiinez
etal., 2001).

Seedling survival at the end of the experiment
(40 days after the first harvest), when irrigation
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procedencias y en condiciones de riego diario y
en dias alternos, mostré tendencia a una mayor
produccion de biomasa aérea (tallo mas hojas)
que hacia las raices, con independencia del tra-
tamiento (tabla 4); ello pudo ser una via para
asegurar un rapido crecimiento, y con esto esca-
par de las fluctuaciones del ambiente en que se
desarrollan las especies forestales pioneras tro-
picales (Bazzaz, 1996; Sanchez et al., 2003). No
obstante, independientemente del sitio de colec-
ta de las semillas, cuando hubo disminucidn
extrema del riego se observo un incremento de
esta variable en relacion con las plantulas some-
tidas a riego diario, debido a una mayor
produccion de raices secundarias en todas las
procedencias estudiadas (datos no mostrados),
provenientes del tratamiento acondicionador (T3),
como ocurrio en Las Delicias, donde las semillas
sometidas a T3 alcanzaron valores por encima
de 1,0 (tabla 4). Esto permitié una mayor super-
ficie de absorcion para captar el agua y los
nutrientes del suelo y, por lo tanto, una mayor
sobrevivencia en un habitat donde estos recur-
sos son limitados (Villar et al., 2004).

Este resultado coincide con lo expresado por
Vilagrosa et al. (2003), quienes sefialaron que, a
medida que avanza el estrés hidrico, hay una dis-
minucion de la biomasa foliar como estrategia
de la planta para evitar la pérdida del individuo.
En este sentido, Henckel (1982) concluyo que,
en condiciones de sequia, las plantulas robuste-
cidas tienden a distribuir mayor cantidad de
biomasa a la raiz, que aquellas que proceden de
semillas no tratadas.

La TCR tendi6 a disminuir con el nivel de
humedad del sustrato (tabla 4). En general, to-
das las poblaciones alcanzaron los mayores
valores de velocidad de crecimiento en suelos
sometidos a una mayor irrigacion: con riego dia-
rio los valores de TCR variaron de 0,07 hasta a
0,11 mg mg'dia™'; con riego intermedio, entre 0,05
y 0,11 mg mg'dia’'; y en condiciones de menor
humedad, entre 0,05 y 0,08 mg mg'dia’!. Las
plantulas de El Taburete procedentes de semi-
llas acondicionadas (T3 y T4) tuvieron los valores
maximos de velocidad de crecimiento en cual-
quier frecuencia de riego, lo que permitid que
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occurred daily, was the highest for El Taburete,
Las Delicias and Helechal, and it was 80% for
Cima seedlings. However, this variable began to
decrease with the irrigation frequency and
application of the pregerminative treatment. In
this sense, when irrigation was conducted on
alternate days in the seedlings from T2, in El
Taburete, Las Delicias and Helechal, survival was
affected in 20, 40 and 20%, respectively
(table 4). A significant increase was also obtained
of mortality rate when irrigation occurred once
per week in the lots from Las Delicias, Helechal
and Cima, subject to T2 (table 4). Seemingly, the
acid scarification of the seeds could have
significantly affected the seed coat integrity,
mainly when the environmental conditions were
unfavorable for establishment.

T3 and T4 maintained a high survival
percentage in all the populations, independently
from irrigation frequency, except in Cima, where
they had a negative influence when the seedlings
grew on a substratum with little water availability,
this indicator being affected in 40%. This
corroborates the overconditioning undergone by
the seeds because of such physiological
treatments (table 4).

Association of traits and provenances.
Under both substratum irrigation conditions, the
PCA concentrated more than 70% of total
variation of the original data in the first two prin-
cipal components (figs. 1A and B). The varia-
bles which contributed the most to forming the
first axis were FM leaves, FM total root,
underground mass/aerial part (U/A) ratio and fi-
nal seedling emergence percentage (FEP), which
showed a linear correlation coefficient higher than
0,80. This proved that such traits had higher
variability among the seed provenances and after
treating and planting the seeds, under different
irrigation conditions. Consequently, these varia-
bles defined the location of the H. elatus
individuals in the two-dimensional space of the
PCA. Under both planting conditions, the FM
leaves was also observed to be negatively
associated to the variables which represented the
underground biomass production (FM total root
and U/A); yet, under the water stress conditions
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alcanzaran una mayor biomasa total en menos
tiempo, en relacion con el resto de las proceden-
cias (tabla 4). Villar et al. (2004) afirmaron que
en las plantas se manifiesta una estrecha rela-
cion entre una mayor asignacion de biomasa a
las hojas y, en consecuencia, una mayor veloci-
dad de crecimiento; o bien una mayor asignacion
de biomasa a la raiz, con lo que se consigue una
mayor absorcion de agua y nutrientes del suelo,
pero a expensas de un menor crecimiento. Esto
sucedio en las plantulas de Las Delicias en los
suelos de menor humedad, las cuales mostraron
una mayor asignacion de masa a la raiz (frac-
cion biomasa subterranea/biomasa aérea > 1) y
una menor TCR (tabla 4).

Tal efecto coincide con experiencias anterio-
res sobre la variacion de la velocidad de
crecimiento relativo de las plantulas, en funcion
de las condiciones del sustrato en plantas
arboreas tropicales (Sanchez, 2007) y también
en especies leflosas del mediterraneo (Antinez
etal., 2001).

La supervivencia de las plantulas al finalizar
el experimento (40 dias después de la primera
cosecha), cuando el riego se efectud diariamen-
te, fue maxima para las de El Taburete, Las
Delicias y el Helechal, y de un 80% para las de
la Cima. Sin embargo, esta variable comenzé a
disminuir con la frecuencia de riego y la aplica-
cion del tratamiento pregerminativo. En este
sentido, cuando el riego se realizo en dias alternos
en las plantulas procedentes del T2, en El Tabu-
rete, Las Delicias y el Helechal se afecto la
supervivencia en un 20, 40 y 20%, respectiva-
mente (tabla 4). También se obtuvo un
incremento significativo de la mortalidad cuando
el riego se realizd una vez por semana en los
lotes de Las Delicias, Helechal y la Cima, some-
tidos a T2 (tabla 4). Al parecer, la escarificacion
acida de las semillas pudo haber afectado de for-
ma significativa la integridad de la cubierta
seminal, principalmente cuando las condiciones
ambientales fueron desfavorables para el esta-
blecimiento.

T3 y T4 mantuvieron un alto porcentaje de
sobrevivencia en todas las poblaciones, indepen-
dientemente de la periodicidad del riego, excepto
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(fig. 1B), the FEP was negatively associated to
FM leaves, which showed that the seeds with
higher seedling emergence capacity also
produced individuals with higher development of
the root system.

The variables with higher contribution to the
formation of the second principal component were
total seedling mass (TSM), growth rate (RGR)
and emergence onset (EO). Under normal
irrigation conditions, the first two variables were
positively associated among themselves and to
axis 2, and negatively associated to EO.
However, under this planting condition, the seeds
that showed the highest final seedling emergence
values also showed the highest growth rate and
the highest absolute biomass production value.
In this analysis, FM stem had very little variability
among provenances and pregerminative
treatments; thus, it had very little contribution to
the formation of the first two principal
components. This changed when the analysis was
made under water stress conditions: FM stem
was negatively correlated to TSM, RGR and the
second principal component. Under this planting
condition, EO was weakly correlated to axis 2,
and had a negative correlation to the final
emergence percentage under both planting
conditions, by increasing the seedling number the
time needed for this process decreased.

Likewise, the location of the provenances in
the two-dimensional space of the PCA showed
that they had different regeneration patterns, even
under adequate irrigation conditions (fig. 1A).
The provenances of the evergreen forests (Cima
and Helechal) tended to be located where the
FM leaves, RGR and TSM values were
increased, especially those with pregerminative
treatments, although the El Taburete provenance
with hardening treatment (T4) was located where
the highest RGR, TSM and FEP values were
obtained. This last treatment combination —under
water stress conditions (fig. 1B)- was grouped
towards the above-mentioned variables, but it
also tended to be located where the highest FM
root, U/A and FM stem values were achieved.
On the other hand, the Las Delicias provenances
were more separated, which proved that the
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en la Cima, donde intervinieron de manera nega-
tiva cuando las plantulas crecieron en sustrato
de poca disponibilidad de agua, al afectar en un
40% este indicador. Ello corrobora el
sobreacondicionamiento que sufrieron las semillas
ante dichos tratamientos fisiologicos (tabla 4).

Asociacion de rasgos y procedencias. En
ambas condiciones de riego del sustrato, el ACP
concentr6 mas del 70% de la variacion total de
los datos originales en los dos primeros compo-
nentes principales (figs. 1A y B). Las variables
que mas contribuyeron a la formacion del primer
eje fueron la FM hojas, la FM raiz total, la rela-
cion masa subterranea/parte aérea (S/A) y el
porcentaje de emergencia final de las plantulas
(PEF), que presentaron un coeficiente de corre-
lacion lineal (valor absoluto) mayor que 0,80. Ello
evidencio que dichos rasgos tuvieron una mayor
variabilidad entre las procedencias seminales y
después de tratar y sembrar las semillas, en di-
ferentes condiciones de riego. Por consiguiente,
estas variables definieron la ubicacion de los in-
dividuos de H. elatus en el espacio bidimensional
del ACP. También en ambas condiciones de siem-
bra se aprecio que la FM hojas se asocio de forma
negativa con las variables que representaron la
produccion de biomasa subterranea (FM raiz to-
tal y S/A); sin embargo, en las condiciones de
estrés hidrico (fig. 1B), el PEF se asocid negati-
vamente con la FM hojas, lo que demostro que
las semillas con mayor capacidad de emergen-
cia de plantulas también produjeron individuos con
mayor desarrollo del sistema radical.

Las variables que mas contribuyeron a la for-
macion del segundo componente principal fueron
la masa total de plantula (MTP), la velocidad de
crecimiento (TCR) y el inicio de la emergencia
(IE). En condiciones de riego normal, las dos
primeras variables estuvieron asociadas positi-
vamente entre si y con el eje 2, y negativamente
con el IE. Sin embargo, bajo esta condicion de
siembra, las semillas que presentaron los mayo-
res valores de emergencia final de las plantulas
también presentaron la mayor velocidad de cre-
cimiento y el mayor valor absoluto de produccion
de biomasa. En este analisis, la FM tallo tuvo
muy poca variabilidad entre procedencias y
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hardening treatments induced different potentials
for acquiring tolerance to water stress during
seedling emergence and later growth. It must be
stated that they belong to a semi-open secondary
forest, where the seeds are likely to be subject
to water and heat stress conditions during their
permanence in the soil and their later growth as
seedlings.

On the contrary, the Helechal provenances
(T1 and T3) maintained a very similar location
under the different planting conditions, although
the water treatments caused differences in their
regenerative performance. In general, they
produced the highest values of FM leaves, which
could be due to the fact that they are adapted to
live in the environment of the evergreen forest
(collection site), where soil moisture is not a
limitation to plant growth, but substratum
illumination is; this could induce remarkable
changes in leaf production to increase light cap-
ture, in a heterogeneous environment regarding
light, as the one beneath the vegetation canopy
(Bazzaz, 1996; Herrera et al., 1997).

According to the results of the arrangement
analyses, the different H. elatus provenances
were proven to have a different regenerative
performance, even those from a similar vegetation
type, which could have occurred due to their
capacity to adapt easily to different
environmental scenarios, as has been reported
in Cuba and other tropical regions (Sanchez
et al., 2003; Dalling et al., 2004). This aspect
was reaffirmed with the response of seedlings
from the seeds treated under unfavorable soil
moisture conditions. This has been reported for
a large number of cultivated species (Sanchez
etal.,2001; Nicasio-Arzetaetal., 2011), as well
as for tropical tree species (Sanchez et al., 2003,
2006; Vargas and Kossman, 2008; Brancalion
etal., 2008, 2010).

This difference in the regenerative performan-
ce of the species could be also related to the
fecundation form of the plant. H. elatus flowers
are known to be visited and pollinated mainly by
nectarivorous bats, which are abundant not only
in number, but also in diversity of species
(Mancina et al., 2007). Neotropical bats can fly,
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Figura 1- Ordenamiento bidimensional de ACP para variables ( %) y procedencias (j%).
El vector correspondiente a cada variable indica la direccion en que esta aumen-
ta. IE: tiempo de inicio de laemergencia; PEF: porcentaje de emergencia final de
las plantulas; MTP: masa total de la plantula; FM hojas: fraccién de masa de la
hoja; FM tallo: fraccion de masa del tallo; FM raiz total: fraccion de masa de la
raiz total; S/A: relacion masa subterranea/parte aérea. (A) Sin estrés hidricoy (B)
con estrés hidrico. Nombre de la procedencia: El Taburete, Las Delicias, Helechal
y Cima. Tratamientos de semillas: T1: semillas no tratadas; T3: semillas hidratadas
hasta el final de la fase | del patron trifasico de absorcidn de agua; y T4: semillas

269



270

Pastos y Forrajes, Vol. 35, No. 3, julio-septiembre, 247-274, 2012

escarificadas en acido sulfurico por 20'y expuestas a hidratacion parcial en agua.
Figure 1- Two-dimensional arrangement of the PCA for variables ( %) and provenances
(;%). The corresponding vector of each variable indicates the direction in which
itincreases. IE: time of emergence onset; PEF: final emergence percentage of the
seedlings; MTP: total seedling mass; FM hojas: mass fraction of leaves; FM tallo:
mass fraction of the stem; FM raiz total: mass fraction of total root; S/A:
underground mass/aerial part ratio. (A) Without water stress and (B) with water
stress. Provenance: El Taburete, Las Delicias, Helechal and Cima. Seed treatments:
T1: untreated seeds; T3: hydrated seeds towards the end of stage I of the triphasic
pattern of water absorption; and T4: seeds scarified in sulfuric acid for 20” and

exposed to partial hydration in water.

tratamientos pregerminativos; por consiguiente,
aportd muy poco a la formacion de los dos pri-
meros componentes principales. Esto cambio
cuando el analisis se realizé bajo condiciones de
estrés hidrico: la FM tallo se correlacion6 nega-
tivamente con la MTP, la TCR y el segundo
componente principal. En esta condicion de siem-
bra, el IE aparecio débilmente correlacionado con
el eje 2, y tuvo una correlacion negativa con el
porcentaje de emergencia final en ambas condi-
ciones de siembra, al incrementarse el nimero
de plantulas disminuy¢ el tiempo necesario para
realizar este proceso.

Igualmente, la ubicacion de las procedencias
en el espacio bidimensional del ACP evidencid
que tuvieron patrones de regeneracion distintos,
aun en condiciones de riego adecuado (fig. 1A).
Las procedencias de los bosques siempreverdes
(Cima y Helechal) tendieron a ubicarse donde
se incrementaron los valores de FM hojas, TCR
y MTP, sobre todo aquellas con tratamientos
pregerminativos; aunque la procedencia de El
Taburete con tratamiento robustecedor (T4) se
ubico donde se obtuvieron los maximos valores
de TCR, MTP y PEF. Esta tltima combinacion
de tratamiento —bajo condiciones de estrés
hidrico (fig. 1B)- se agrup¢ hacia las variables
antes mencionadas, pero también tendio a ubi-
carse donde se obtuvieron los maximos valores
de FM raiz, S/A y FM tallo. Por otra parte, las
procedencias de Las Delicias se separaron mas,
lo que demostré6 que los tratamientos
robustecedores indujeron diferentes potenciales
para adquirir tolerancia al estrés hidrico durante
la emergencia de las plantulas y su posterior cre-
cimiento. Es de senalar que estas pertenecen

daily, hundreds of meters or several kilometers,
from their refuges to the lowered trees (Mancina
and Garcia-Rivera, 2011), which allows the
genetic flow among provenances and guarantees
the reproductive success of plants. In this sense,
Bazzaz (1996) stated that early succession stage
species experience more heterogeneous
environments than those in more mature stages;
thus, pioneer plants can be more phenotypically
plastic and have a wide reaction standard over a
large diversity of environments.

The seeds collected in secondary forests were
confirmed to have a better ability to respond to
water stress using T4, unlike those collected in
evergreen forests, which were favored by T3,
under unfavorable water conditions. On the other
hand, Cima was the most susceptible population
to little irrigation and showed higher mortality rate,
although the seeds were hardened before
planting. Nevertheless, under these water stress
conditions, once the plant is established it desti-
nes a large biomass amount to the roots, possibly
as survival strategy to compensate the substratum
moisture deficiency, which increases water
absorption.

In summary, it was proven that H. elatus is
sensitive to drought, and that the use of hardening
treatments in seeds decreased the damaging
effect caused by the insufficient soil moisture on
establishment, growth and survival. This low-input
technology was effective to improve the
reproductive functioning of the species under
highly varied ecological conditions (water stress),
and indicated its phenotypical plasticity under
changing environmental situations.
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aun bosque secundario semiabierto, donde posi-
blemente las semillas se encuentren sometidas a
condiciones de estrés hidrico y calérico, durante
su estancia en el suelo y su posterior crecimien-
to como plantula.

En cambio, las procedencias del Helechal (T'1
y T3) mantuvieron una ubicacion bastante simi-
lar en las diferentes condiciones de siembra,
aunque los tratamientos hidricos ocasionaron di-
ferencias en su comportamiento regenerativo. De
forma general, tendieron a producir los mayores
valores de FM hojas, lo cual podria deberse a
que estan adaptadas a vivir en el ambiente del
bosque siempreverde (sitio de colecta), donde la
humedad del suelo no es una limitante para el
crecimiento de las plantas, pero si lo es la ilumi-
nacion del sustrato; ello podria inducir cambios
considerables en la produccion foliar para au-
mentar la captacion de la luz, en un ambiente
luminicamente heterogéneo, como puede ser bajo
el dosel de la vegetacion (Bazzaz, 1996; Herrera
etal., 1997).

De acuerdo con los resultados de los analisis
de ordenamiento, se evidencio que las distintas
procedencias de H. elatus tuvieron un compor-
tamiento regenerativo distinto, incluso aquellas
que procedian de un tipo de vegetacion similar,
lo cual pudo deberse a su capacidad de adaptar-
se facilmente a diferentes escenarios
ambientales, tal y como se ha reportado en Cuba
y otras regiones del tropico (Sanchez et al., 2003;
Dalling et al., 2004). Este aspecto se reafirmé
con la respuesta de las plantulas procedentes de
las semillas tratadas en condiciones desfavora-
bles de humedad del suelo. Ello se ha informado
para un gran numero de especies cultivadas
(Sanchez et al., 2001; Nicasio-Arzeta et al.,
2011), asi como para especies arboreas tropica-
les (Sanchez et al., 2003, 2006; Vargas y
Kossmann, 2008; Brancalion et al., 2008, 2010).

Esta disimilitud en el comportamiento
regenerativo de la especie podria estar relacio-
nada, ademas, con la forma de fecundacion de
la planta. Se conoce que las flores de H. elatus
son visitadas y polinizadas principalmente por
murciélagos nectarivoros, los cuales son abun-
dantes no solo en numero, sino también en
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diversidad de especies (Mancina et al., 2007).
Los murciélagos neotropicales pueden volar, dia-
riamente, cientos de metros o varios kilémetros,
desde sus refugios hasta los arboles florecidos
(Mancina y Garcia-Rivera, 2011), lo que permite
el flujo genético entre procedencias y garantiza
el éxito reproductivo de las plantas. En este sen-
tido, Bazzaz (1996) sefiald que las especies de
estadios tempranos de la sucesion experimentan
ambientes mas heterogéneos que las de estadios
mas maduros; por tanto, las plantas pioneras sue-
len ser fenotipicamente mas plasticas y tienen
una amplia norma de reaccion sobre una gran
diversidad de ambientes.

Se confirmé que las semillas colectadas en
bosques secundarios tuvieron una mejor habili-
dad para responder al estrés hidrico con el empleo
de T4, a diferencia de las colectadas en bosques
siempreverdes, las que se favorecieron con T3,
en condiciones hidricas desfavorables. Por su
parte, la Cima fue la poblacion mas susceptible a
la poca irrigacion y presentd una mayor mortali-
dad, aun cuando las semillas fueron robustecidas
antes de la siembra. Sin embargo, en estas con-
diciones de estrés hidrico, una vez que la planta
se establece destina una gran cantidad de
biomasa a las raices, posiblemente como estra-
tegia de sobrevivencia para compensar la
deficiencia de humedad del sustrato, lo cual
incrementa la adquisicion de este recurso.

En conclusion, quedd demostrado que H.
elatus es sensible a la sequia, y que el empleo de
tratamientos robustecedores a las semillas
disminuy6 el efecto dafiino ocasionado por la
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insuficiente humedad del suelo en el estableci-
miento, el crecimiento y la supervivencia. Esta
tecnologia de bajos insumos fue efectiva para
mejorar el funcionamiento reproductivo de la
especie en condiciones ecoldgicas muy variadas
(estrés hidrico), e indico su plasticidad fenotipica
en situaciones ambientales cambiantes.
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