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Resumen:
							                           
La capacidad germinativa y la longevidad de las semillas determinan la estrategia reproductiva de las especies arbóreas y su conocimiento es importante para planificar la restauración de bosques, ya sea pasiva o asistida mediante siembras o plantaciones a campo. Aquí, nos propusimos averiguar la variabilidad entre sitios de recolección en cuanto a la germinación y longevidad de las semillas, para dos especies nativas del bosque serrano del centro Argentino. Evaluamos la capacidad germinativa de semillas recolectadas de 64 a 66 árboles por especie ubicados en siete sitios y almacenadas bajo condiciones ambientales normalmente usadas por viveristas. La capacidad germinativa de Ruprechtia apetala al año uno, cinco y 10 de almacenamiento fue de 84 %, 74 % y 0 %, respectivamente (p < 0,001), sin diferencias entre sitios (p = 0,3), pero con pequeñas diferencias entre sitios en la longevidad (interacción tiempo de almacenamiento x sitio de recolección, p = 0,01). La capacidad germinativa de Lithraea molleoides al año uno, cinco y 10 de almacenamiento fue de 42 %, 11 % y 0,6 %, respectivamente (p < 0,001) sin diferencias entre sitios de recolección (p = 0,2), ni efecto de la interacción (p = 0,8). Estos resultados sugieren bancos de semilla en el suelo más persistentes para R. apetala que para L. molleoides, y tiempos de almacenamiento máximo de semillas de cinco años para R. apetala y uno o dos años para L. molleoides.
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Abstract:
						                           
Seed viability and longevity determine the reproductive strategy of tree species and their knowledge is important to plan the restoration of forests, whether passive or assisted by sowing or planting. Here, we aimed to determine the variability among collection sites in terms of germination and longevity of seeds, for two native tree species of Chaco Serrano forest in central Argentina. We assessed the viability of seeds collected from 64-66 trees per species located in seven collection sites and stored under environmental conditions normally used in nurseries. Seed viability for Ruprechtia apetala in the years one, five and 10 were 84, 74 and 0 %, respectively (p < 0.001), without differences among collection sites (p = 0.3), but with small differences among sites regarding seed longevity (interaction time of storage x collection site, p = 0.01). Seed viability for Lithraea molleoides in the years one, five and 10 were 42 %, 11 % and 0.6 %, respectively (p < 0.001), without differences among collection sites (p = 0.2), nor the interaction (p = 0.8). Our results suggest more persistent soil seed banks for R. apetala than for L. molleoides, and maximum time of storage of five years for R. apetala and one or two years for L. molleoides.
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1. INTRODUCCIÓN


El conocimiento acerca de la ecología de las semillas de especies leñosas nativas es fundamental para entender distintos aspectos de la regeneración de los bosques nativos, así como para el uso de semillas en proyectos de conservación y restauración de bosques (Baskin y Baskin, 2014). La capacidad germinativa y la longevidad de las semillas son dos características importantes en especies arbóreas, por sus implicancias en la dinámica poblacional, y porque son esenciales para planificar distintas etapas de la producción (Clewell y Rieger, 1997). La capacidad germinativa de las semillas de leñosas puede ser muy variable entre individuos y poblaciones (Mamo et al., 2006; Seltmann et al., 2007; Valfré-Giorello et al., 2012; Renison et al. 2019). Parte de esta variabilidad se debe a características intrínsecas de las especies como sus estrategias reproductivas y características genéticas, y parte es debida a factores extrínsecos como las interacciones con otros organismos (polinizadores, patógenos, predadores), y a la disponibilidad de recursos (Jordano et al., 2004). La longevidad de las semillas, entendida como el tiempo que pueden mantenerse viables después de la desecación, es una característica también variable entre especies y dependiente de factores externos, como la temperatura ambiental, e internos como el contenido de humedad y el genotipo (Bonner, 2008; Walters et al., 2005; Nguyen et al., 2012). Estas variaciones espaciales y temporales en la capacidad germinativa y la longevidad de las semillas reducen la posibilidad de que la progenie sea sometida simultáneamente a condiciones adversas, reduce la competencia en etapas posteriores a la germinación y aumenta la diversidad genética al aumentar la distribución de edades de semillas y plántulas en el banco (Vázquez-Yanes y Orozco-Segovia, 1993; Bernaregui et al., 2015).

El conocimiento acerca de la capacidad germinativa de las semillas y su variabilidad espacial y temporal, así como la información sobre su longevidad, es importante para determinar sitios apropiados para la recolección de frutos y semillas, y para determinar las posibilidades de almacenamiento de las semillas para ser utilizados en proyectos de restauración. Actualmente, en el centro de Argentina, existen numerosas iniciativas de reforestación que se desarrollan a distinta escala, como proyectos institucionales de organizaciones gubernamentales y ONGs, y como iniciativas individuales y vecinales a pequeña escala, muchas veces vinculadas a espacios recreativos y áreas de conservación urbanas (Renison et al., 2016). Algunas de estas acciones de reforestación se realizan con especies leñosas exóticas que pueden transformarse con el tiempo en focos de invasión que generan graves impactos. Las dificultades para el empleo de árboles nativos incluyen las relacionadas con la escasez de información acerca de la producción de plantas nativas y su desempeño en plantaciones a campo. En el Centro de Argentina se ha avanzado mucho en los últimos años y se ha logrado poner en conocimiento de un amplio público la información disponible sobre el cultivo de plantas nativas en varias publicaciones sobre los requerimientos pre germinativos, el cultivo en vivero y las técnicas de plantación para varias especies leñosas nativas (Césere et al., 1997; Jouseau et al., 2013; Demaio et al., 2015; Eynard et al., 2017; de Luca, 2018). Algunos estudios previos han reportado la germinación de especies nativas en relación al contenido de agua de las semillas y luego de algunos meses de almacenamiento en condiciones controladas de banco de germoplasma (Morandini et al., 2013; Paredes et al., 2018). Sin embargo, la capacidad germinativa en relación al tiempo de almacenamiento en condiciones ambientales como las que normalmente usan los viveristas ha sido poco evaluada para las especies nativas.

Es importante destacar que las acciones de restauración son aún insuficientes en el contexto de acelerada reducción de la cobertura de bosques nativos de los últimos 40 años (Zak et al., 2004; Morello y Rodríguez, 2009; Martínez Pastur et al., 2019) y es necesario desarrollar estudios sobre un amplio grupo de especies leñosas nativas que no tienen un uso comercial actual pero son de gran valor ecológico y recomendables para su uso con fines de restauración de bosques nativos.

En este estudio se propuso estudiar la capacidad germinativa en relación al tiempo de almacenamiento de semillas de Ruprechtia apetala y Lithraea molleoides, dos especies leñosas nativas de amplia distribución en Sudamérica. Ruprechtia apetala Wedd. “Manzano del campo” (Polygonaceae) está asociada a terrenos montañosos de Argentina, Bolivia y Paraguay. Es un árbol pequeño, de 2 m a 10 m de altura, copa redondeada y hojas caducas. Las flores son imperfectas dispuestas en pies separados (dioicos) y el fruto es un aquenio de 9 mm x 3 mm - 4 mm, uniseminado (Demaio et al., 2015). Esta especie ha sido catalogada como “en riesgo bajo” debido a la destrucción de su hábitat por sobrepastoreo de ganado caprino, ovino y vacuno (World Conservation Monitorig Centre, 1998). Lithraea molleoides (Vell.) Engl. “Molle” (Anacardiaceae) se distribuye en Argentina, Brasil, Bolivia, Uruguay y Paraguay. Es un árbol mediano de 3 m a 8 m de altura, copa globosa y follaje perenne. Las flores pueden ser perfectas o imperfectas (agrupadas en racimos), dispuestas o no en pies separados (polígamo diocos). El fruto es una drupa globosa, de 6 mm a 8 mm de diámetro (Demaio et al., 2015). En el centro de Argentina, ambas especies se distribuyen en bosques secos estacionales de montaña, que se caracterizan por su clima subhúmedo con tendencia al semi - seco y precipitaciones de concentradas en el verano, entre octubre y abril, con un promedio anual de 752 mm, a los 980 m s. n. m. (Colladon y Pazos, 2014). La temperatura media anual es 15,7 ºC, a los 900 m s. n. m. (Marcora et al., 2008). La vegetación corresponde al Distrito del Chaco Serrano, un bosque de fisonomía heterogénea producto de la variación espacial en el clima y el uso antrópico, principalmente por fuego, herbivoría e invasión de especies exóticas (Hoyos et al., 2010; Giorgis et al., 2011a). Las especies dominantes en los bosques menos disturbados son L. molleoides . Schinopsis lorentzii, acompañadas por otras especies leñosas como R. apetala, Zanthoxylum coco, Celtis erhenbergiana y Vachellia caven, entre otras, cuya abundancia varía a lo largo de gradientes latitudinales, longitudinales y altitudinales (Giorgis et al., 2011b).

En este estudio específicamente nos preguntamos ¿cuál es la capacidad germinativa de semillas de leñosas nativas almacenadas en condiciones ambientales durante cinco y 10 años? ¿Existen variaciones entre sitios de recolección de semillas en cuanto a la capacidad germinativa y longevidad? Planteamos como hipótesis que las especies de estudio conservan su capacidad germinativa luego de ser almacenadas varios años debido a que se trata de semillas ortodoxas, con un contenido de agua bajo, acorde a su desarrollo en un clima con una estación seca prolongada. Planteamos además que la capacidad germinativa y longevidad no será variable entre sitios de recolección de semillas debido a la relativa homogeneidad en la cantidad y estacionalidad de las precipitaciones en la región.





2. MATERIALES Y MÉTODOS



Recolección de semillas y capacidad germinativa


Entre enero y junio de 2008 se recolectaron frutos maduros de todas las ramas accesibles de 64 árboles semilleros de R. apetala y 66 árboles semilleros de L. molleoides, distribuidos en siete sitios (Tabla 1). Las semillas se secaron a la sombra a temperatura ambiente y luego se almacenaron en bolsas de papel a temperatura y humedad ambiente, en una vivienda ubicada en una localidad serrana (S 31º 28’, W 64º 33’, 745 m s. n. m., temperatura media de 15 °C y variación en las medias diarias de entre 9,5 °C a 26 °C). Los ensayos de germinación luego se realizaron durante el primer año de la recolección y a los cinco y 10 años de almacenamiento.




Tabla 1




Sitios de recolección de semillas por especie









	
Especie

	
Localidad

	
Coordenadas

	
Altitud (m s. n. m.)




	
R. apetala

	Casa Bamba
	S 31º 20’; W 64º 24’
	600



	San Marcos Sierras
	S 30º 47’; W 64º 37’
	700



	La Quebrada
	S 31º 09’; W 64º 20’
	850



	Cuesta Blanca
	S 31º 29’; W 64º 34’
	850



	San Agustín
	S 31º 57’; W 64º 31’
	1.000



	Los Molles
	S 31º 57; W 64º 59’
	1.000



	Vaquerías
	S 31º 06’; W 64º 26’
	1.050



	
L. molleoides

	Travesía
	S 32º 07’; W 65 0’
	950



	Oro Grueso
	S 31º 2’; W 64º 49’
	1.050



	Río Pinto
	S 31º 05’; W 64º 40’
	1.050



	Loma Bola
	S 32º 14’; W 64º 59’
	1.050



	Ongamira
	S 30º 45’, W 64º 28
	1.100



	Tala Cañada
	S 31º 35’; W 65º 02’
	1.100



	Ambul
	S 31º 28’; W 65º 01’
	1.200






















La capacidad germinativa se evaluó en tres muestras de 20 semillas por árbol semillero (60 semillas x 64/66 árboles), a los cinco y 12 meses de almacenamiento para R. apetala y L. molleoides, respectivamente. Para R. apetala las muestras fueron colocadas en cápsulas de Petri de 5 cm de diámetro y para L. molleoides fueron colocadas en recipientes plásticos con arena estéril como sustrato. Debido a que en el primer ensayo con L. molleoides (realizado a los cinco meses de almacenamiento de las semillas) hubo gran proliferación de hongos y se obtuvo un bajo porcentaje de germinación (1,1 %, datos no reportados), el ensayo reportado en este estudio es el que realizamos nuevamente a los 12 meses después de la recolección de semillas. Para disminuir la proliferación de hongos, las semillas de L. molleoides fueron lavadas en una solución de NaClO (lavandina comercial) al 10 % por 7 minutos y se enjuagaron con agua destilada, y durante este proceso se removió parcialmente la pulpa de los frutos. Las semillas se colocaron a germinar en cámara a 15-25 ºC y 12 h de fotoperíodo y el número de semillas germinadas se contó cada siete días hasta que la tasa de germinación disminuyó a cero. Se consideró que una semilla había germinado cuando la radícula alcanzó los 2 mm de longitud. Para más detalles del ensayo ver Torres y Renison (2017). El ensayo se repitió a los cinco y 10 años de almacenamiento.


Análisis estadísticos


Los datos se analizaron por separado para cada especie mediante ANAVA de medidas repetidas empleando el porcentaje de germinación promedio por árbol como variable respuesta, el tiempo de almacenamiento de las semillas como factor intrasujeto (5/12 meses, 5 años y 10 años), el sitio de recolección de semillas como factor entre sujetos, y la interacción tiempo de almacenamiento x sitio de recolección. Las comparaciones entre tratamientos se realizaron mediante la prueba “a posteriori” de Bonferroni con un nivel de significancia de p = 0,05. Los datos se analizaron con el programa Infostat 2015 (Di Rienzo et al., 2015).





3. RESULTADOS


La capacidad germinativa de R. apetala disminuyó el 13 % durante los primeros cinco años de almacenamiento y el 100 % al año 10 de almacenamiento, con porcentajes de germinación de 84,1 ± 1,3 %, 73,7 ± 2,2 % y 0 %, en el año de recolección, a los cinco años y a los 10 años de almacenamiento, respectivamente (ANAVA de medidas repetidas, n = 64, F = 1336,0, p < 0,001). No se encontraron diferencias en la capacidad germinativa entre sitios de recolección de semillas (p = 0,3), pero la pérdida de capacidad germinativa en el tiempo difirió entre sitios de recolección de semillas (interacción tiempo de almacenamiento x sitio de recolección, p = 0,01; Figura1a).

La capacidad germinativa de L. molleoides disminuyó el 74 % durante los primeros cinco años de almacenamiento y el 99 % al año 10 de almacenamiento, con porcentajes de germinación de 41,7 ± 2,0 %, 10,7 ± 1,5 % y 0,6 ± 0,3 %, en el año de recolección, a los cinco años y a los 10 años de almacenamiento, respectivamente (ANAVA de medidas repetidas, n = 66, p < 0,001). No se encontraron diferencias en la capacidad germinativa entre sitios de recolección (p = 0,2), ni efecto de la interacción (interacción tiempo de almacenamiento x sitio de recolección, p = 0,8; Figura 1b).
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Figura 1



Germinación de semillas de R. apetala (a) y L. molleoides (b) en relación al tiempo de almacenamiento de las semillas en condiciones ambientales (Media ±EE).















Diferentes símbolos indican diferentes sitios de recolección de semillas.





4. DISCUSIÓN


Ambas especies conservaron la capacidad germinativa a los cinco años de almacenamiento de las semillas aunque en distinta magnitud, mientras que a los 10 años de almacenamiento hay una pérdida total de la capacidad germinativa, al menos cuando las semillas son almacenadas en condiciones ambientales. El sitio de recolección de semillas no afectó la pérdida de capacidad germinativa en el tiempo en una especie y levemente en la otra especie.

Los valores de capacidad germinativa aquí encontrados son similares a los reportados para estas especies por otros autores (R. apetala, Funes et al., (2009); Pais-Bosch et al. (2012); Díaz y Molinelli (2018); L. molleoides, De Carvalho et al., (2006)). Con respecto a la longevidad, si bien se trata de especies ortodoxas (Jouseau et al., 2013), a nuestro conocimiento no se han reportado estudios sobre la capacidad germinativa de estas especies almacenadas en el largo plazo.

Las condiciones de almacenamiento de las semillas son determinantes para el mantenimiento de la capacidad germinativa en el tiempo y con frecuencia bajo condiciones de temperatura y humedad ambiente la capacidad de germinar disminuye rápidamente y de una manera característica para cada especie (Agacka et al., 2013).

Por una parte, la alta capacidad germinativa de R. apetala y la escasa pérdida de viabilidad en 5 años, indican que esta especie podría formar banco de semillas persistente, teniendo la capacidad de germinar por varios años a campo. Además, esta especie suele presentar una fructificación abundante todos los años (observación personal) lo cual sumado a su longevidad podría proporcionarle ventajas para aprovechar ventanas de colonización que son frecuentemente necesarias para la regeneración de las especies leñosas de zonas áridas y semiáridas (Holmgren et al., 2006; Squeo et al., 2007). Por otra parte, L. molleoides perdió la mayor parte de su capacidad germinativa durante los primeros 5 años, aunque algunos individuos pudieron germinar luego de 10 años de almacenamiento, indicando que también podría formar banco de semillas. Esto podría ser particularmente importante para esta especie dado que la fructificación es muy variable entre años (observación personal). Estos resultados obtenidos muestran que las especies estudiadas pueden ser almacenadas tal como son recolectadas y mantener su viabilidad unos años. En el caso de las semillas ortodoxas, se conoce que sufren una desecación natural al finalizar el proceso de maduración entrando en un período de dormición que se rompe cuando las condiciones ambientales son adecuadas para la germinación (Bonner, 2008). Algunas semillas ortodoxas pueden contener, al momento de la recolección, la humedad adecuada para ser almacenadas por algún tiempo, sin requerir un secado artificial, por lo cual podrían ser guardadas tal como son recolectadas. Estudios previos realizados con L. molleoides indican que la capacidad germinativa es similar entre semillas almacenadas bajo condiciones controladas con y sin desecación artificial (De Carvalho et al., 2006). Sin embargo, es importante que las semillas ortodoxas se almacenen en un lugar con baja humedad ambiente, ya que el contenido de humedad de las semillas (5 % - 10 %) deberá alcanzar un equilibrio con el entorno (Bonner, 2008). La pérdida de capacidad germinativa encontrada en este estudio luego de los cinco años de almacenamiento podría estar relacionada con posibles fluctuaciones en la humedad ambiente que habrían afectado a la viabilidad.

Además de las implicancias ecológicas de la longevidad, los resultados obtenidos tienen incidencias para la producción en vivero con fines de restauración. La germinación obtenida para R. apetala indica que la recolección de frutos y la germinación no son un obstáculo para la producción de plantines de esta especie. Bonner (2008) recomienda que, en el caso de un vivero, el espacio para el almacenamiento de las semillas debe ser suficiente para sostener la producción durante al menos cinco años. En el caso de las especies de estudio, para R. apetala sería necesario 0,191 kg de semillas (aproximadamente 6.361 semillas, considerando la cantidad de semillas por kg reportadas por Jouseau et al., 2013) para sostener una producción de 1.000 plántulas al año durante cinco años, con una pérdida de viabilidad promedio anual de 2,7 %. Para L. molleoides, sería necesario 1,669 kg de semillas (aproximadamente 23.926 semillas, considerando la cantidad de semillas por kg reportadas por Jouseau et al. (2013)) para producir 1.000 plántulas al año durante cinco años, con una pérdida de viabilidad promedio anual de 7,8 %. Disponiendo de un contenedor y espacio de 4,5 L sería posible almacenar estas cantidades de semillas de ambas especies. En base al presente estudio, desaconsejamos el almacenamiento de semillas por más de cinco años en ambas especies.
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