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PROPAGACION SEXUAL Y DESCRIPCION MORFOANATOMICA DEL
PROCESO GERMINATIVO DEL NIRRE (NOTHOFAGUS ANTARCTICA)

SEXUAL PROPAGATION AND MORPHOANATOMICAL DESCRIPTION OF THE
GERMINATIVE PROCESS OF NIRRE (NOTHOFAGUS ANTARCTICA)

Palabra indice adicionales: germinacion, estratificacion, escarificacion, acido

giberélico, acido sulfurico.

RESUMEN

Nothofagus antarctica, comunmente conocido como firre, es la especie con mayor
amplitud ecolégica en Chile, abarcando una franja geografica de aproximadamente
2.300 km. Esta especie, monoica y caducifolia se adapta a una amplia variedad de
biotipos extremos, alcanzando alturas que van desde los 60 cm hasta los 25 m;
ademas, es reservorio de productos forestales no madereros, con aplicaciones en
usos ornamentales, comestibles y medicinales, ademas de ofrecer diversos
servicios medioambientales. A pesar de su versatilidad, presenta una baja
capacidad de dispersion, y su propagacion es predominantemente asexual. El
objetivo es evaluar el efecto de distintos tratamientos en la germinacion de semillas
de N. antarctica y describir los cambios morfoanatomicos durante el proceso
germinativo. Para ello, se realizaron dos experimentos de germinacion, en los
cuales se evaluaron tanto el porcentaje de germinacién como la velocidad de
germinacién. El primer experimento consistié en escarificacion con acido sulfurico
entre 0 y 20 minutos, junto con una estratificacion fria entre 30 y 100 dias. En el
segundo experimento, se lavaron las semillas con agua a temperaturas de 25 °C y
50 °C, y se aplico acido giberélico (AG3) a distintas concentraciones. Los resultados
mostraron que no hubo diferencias significativas en los porcentajes de germinacion;
sin embargo, se observé que un mayor tiempo de exposicion al frio incremento el
indice de velocidad de germinacién, mientras que el lavado de semillas con agua a
50 °C ralentizé la velocidad de germinacion. Ademas, el crecimiento de las semillas

fue asincrénico y mediante microscopia electronica de barrido se identificaron



diversas estructuras y caracteristicas anatomicas relevantes para el proceso

germinativo

SUMMARY

Nothofagus antarctica, commonly known as firre, is the species with the greatest
ecological amplitude in Chile, covering a geographic range of approximately 2,300
km. This species, monoecious and deciduous, adapts to a wide variety of extreme
biotypes, reaching heights ranging from 60 cm to 25 m; it is also a reservoir of non-
timber forest products, with applications in ornamental, edible and medicinal uses,
in addition to offering various environmental services. Despite its versatility, it has a
low dispersal capacity, and its propagation is predominantly asexual. The objective
of this research is to identify an effective method for the sexual propagation of N.
antarctica seeds, as well as to describe the morphoanatomical changes that occur
during the germination process. For this purpose, two germination experiments were
carried out, in which both germination percentage and germination speed were
evaluated. The first experiment consisted of scarification with sulfuric acid between
0 and 20 minutes, together with cold stratification between 30 and 100 days. In the
second experiment, seeds were washed with water at temperatures of 25 °C and 50
°C, and gibberellic acid (AG3) was applied at different concentrations. The results
showed that there were no significant differences in germination percentages;
however, it was observed that longer exposure to cold increased the germination
speed index, while washing seeds with water at 50 °C slowed the germination speed.
In addition, seed growth was asynchronous, and scanning electron microscopy
identified various structures and anatomical characteristics relevant to the

germination process.

INTRODUCCION

El género Nothofagus, que significa falsa haya (Hoffman, 2005), esta formado por
plantas lefiosas, micorricicas, que no resisten el fuego y tienen baja capacidad de
dispersion. Existen aproximadamente 40 especies en todo el planeta las cuales
estan distribuidas en Sudamérica y Australasia con un 25% y 75% respectivamente



(Ramirez, 1987). En Chile este género domina los bosques templados y
subantarticos (Donoso, 1987), donde existen 11 especies (Ramirez, 1987), entre
ellas Nothofagus antarctica, mas conocido como fiirre, que es el que alcanza la
mayor amplitud ecolégica de este género en Sudamérica (Donoso, Steinke vy
Premoli, 2006).

La especie se encuentra en Chile desde la Region del Maule en el Cerro
Imposibles de la precordillera Andina de la comuna de Molina, provincia de Curico,
hasta la Isla de Cabo de Hornos en el limite sur, en la provincia de Antartica Chilena,
Region de Magallanes, abarcando aproximadamente 2.300 kildmetros (Ormazabal
y Benoit, 1987). En el caso de Argentina, se presenta en las provincias de Neuquén,
Rio Negro y Chubut (Vidal y Premoli, 2004).

El Airre es una especie monoica caducifolia que se adapta a biotipos
extremos; como bajas temperaturas y suelos de mala calidad, modificando su forma
de vida y cuerpo vegetativo, encontrandose en forma de subarbusto de 60 cm a un
arbol de 15 metros (Rodriguez et al.,1983; Donoso y Landrum 1974), aunque
pueden encontrarse de hasta 25 metros en suelos profundos y con buen drenaje
(Salinas et al., 2015). Debido a su gran variacién morfolégica se han descrito tres
morfotipos, uno arbéreo que crece en condiciones 6ptimas en los llamados "fadis"
del Valle Central, otro caméfito de lugares turbosos y un tercero intermedio que
presenta un aspecto arbustivo achaparrado (Ramirez et al.,1985).

La corteza es grisacea y rugosa con grietas de forma irregular. Las hojas son
variables y a veces similares a las de otras especies del género Nothofagus (Donoso
et al. 2006), estas son simples, alternas, de 1 a 4 cm, pecioladas: ldmina aovada,
con la base mas o menos oblicua; margen lobulado y ondulado, irregularmente
dentado (Rodriguez et al.,1983). Entre los meses de abril y mayo comienza el
receso invernal, y las hojas que durante el periodo vegetativo eran verdes,
comienzan a cambiar a un tono rojizo y anaranjado (Salinas et al., 2017). Sus flores
son pequefas y unisexuales; las femeninas miden de 5 a 6 milimetros, son cupulas
de 4 valvas rodeadas de escamas rojizas y se encuentran reunidas en grupos de 3;

las masculinas son cortamente pediceladas, solitarias, con 10 estambres. Sus frutos



estan formados por 3 pequenas nueces, las cuales 2 son triangulares y rodean a
una plana que se encuentra en el centro (Hoffman, 2005).

La floracién ocurre desde octubre a noviembre (Donoso y Cabello, 1978) y la
fructificacion entre diciembre y abril para luego comenzar con la diseminacion.
Existen situaciones en que la fructificacion puede comenzar en marzo, dependiendo
de la procedencia, ocurriendo cuando las cupulas ya estan abiertas dejando caer
las semillas por gravedad o por el viento (Donoso et al., 2006).

Las plantas germinadas en condicion natural de forma sexual son escasas
(Vidal y Premoli, 2004), por lo que son compensadas por el tipo de reproduccion
vegetativa (MCqueen, 1976) mediante raices adventicias en ramas parcialmente
enterradas (Veblen., 1977), provocando pérdidas del bien genético a largo plazo y
mutaciones somaticas (Premoli y Steinke, 2008).

Las semillas de fiirre presentan una latencia del tipo endégena superficial
(Mufoz, 1993), la cual segun Pérez y Martinez-Laborde (1994) se debe a la
existencia de inhibidores en los propios tejidos del embrion que pueden tratarse con
lixiviacion, estratificacion fria, aplicaciones de acido giberélico (AG3), etileno, entre
otras. Premoli (1991), evidencié que las semillas tienen baja viabilidad y capacidad
germinativa, con resultados de solo un 13% de semillas con embrién, difiriendo del
morfotipo, encontrando que semillas provenientes de morfotipos arbéreos poseen
mayor tamano, peso y capacidad germinativa que las de individuos achaparrados.
Estudios previos realizados con estratificacion fria han documentado porcentajes de
germinacion relativamente bajos, como el 20,6% por Donoso (1978), 18,4% por
Premoli (1991), y 28% por Salinas (2014). Estos estudios han demostrado que la
estratificacion fria mejora la germinacion, aunque siguen siendo limitados.

Los bosques de hirre son poco valiosos desde el punto de vista maderero, ya
que son muy nudosos Y retorcidos (Ormazabal y Benoit, 1987); sin embargo, se ha
identificado que son reservorios de Productos Forestales No Madereros (PFNM) de
uso medicinal, comestible, ornamental y tintéreo, muchos de ellos con mas de un
uso, donde se utilizan hojas y flores para la fabricacion de licores, preparaciones
gastrondmicas y aceites esenciales (Salinas y Uribe, 2021), las cuales cuentan con
propiedades organolépticas y nutracéuticas que podrian convertirse en PFNM de



relevancia comercial e industrial (Gastaldi et al., 2015). Ademas, cumple con
funciones ecoldgicas como lo son la de proteccion de cuencas, fijacién de carbono,
generacion de oxigeno, produccién de agua, regulacion del clima y conservador de
fauna (Cisternas, s.f.) caracteristicas de importancia para las comunidades
cercanas a estos bosques sumado a que de ella extraen una serie de bienes.

Los incendios forestales en el sur de Chile han tenido un impacto devastador
en los ecosistemas; en la region de Aysén, durante los ultimos 40 afos, se ha
registrado un promedio anual de 3 mil hectareas afectadas (Garreaud, 2019). Esta
situacion ha tenido consecuencias graves para especies como el fiirre, un arbol
clave para el equilibrio ecologico y la biodiversidad local.

En base a la importancia ecosistémica de esta especie y debido a los escasos
estudios que se han realizado con semillas de firre, los cuales han obtenido bajos
resultados, es necesaria la investigacion con tratamientos innovadores o la
combinacion de estos con métodos previamente utilizados para establecer un
sistema eficiente de propagacién. Ademas, resulta importante evaluar indicadores
complementarios que nos puedan dar informacion sobre crecimiento o calidad de
las semillas. Con esto no solo se contribuiria en el ambito cientifico, sino que
también seria clave para impulsar la restauracidon y conservacion de esta especie
frente a defoliaciones severas, incendios y extracciones periddicas, fortaleciendo
los bosques frente a los problemas ambientales que enfrentamos hoy en dia.

El objetivo de esta investigacion es evaluar el efecto de distintos tratamientos
en la germinacion de semillas de N. antarctica y describir los cambios

morfoanatomicos durante el proceso germinativo.

MATERIALES Y METODOS

El estudio consisti6 en experimentos de germinacion, viabilidad y descripcion
morfoanatomica del proceso germinativo. Para esto, las semillas utilizadas fueron
semillas de N. antarctica colectadas por la CONAF en la Isla Prat y Lago Chacabuco
en la Region de Aysén durante los afios 2022 y 2024 respectivamente. Los ensayos
de germinaciéon fueron llevados a cabo en los laboratorios de la Facultad de
Agronomia de la Universidad de Concepcién, Campus Chillan, en tanto las



fotografias de Microscopia electrénica en Vicerrectoria de Investigacion y Desarrollo
(VRID) durante los afios 2023 y 2024.

Ensayos de Germinacion
Se llevaron a cabo dos experimentos, previo a esto se evaluaron algunos aspectos
fisicos como el peso de las semillas y el numero de semillas por kg con balanza
analitica (+ 0,001 g), estas son variables establecidas por las normas
internacionales ISTA (International Seed Testing Association). Luego se procedi6 a
la desinfeccion con hipoclorito al 1% para continuar con los ensayos germinativos.
Ensayo |. Las semillas fueron escarificadas con acido sulfurico (H,SO,) al
10% durante 0 (sin escarificar), 10 y 20 minutos en vasos precipitados; luego
llevadas a tubos de ensayo con agua destilada por 24 horas para eliminar posibles
residuos. Una vez transcurrido este lavado se trasladaron a placas petri con papel
filtro en la cual se sometieron a un sub tratamiento de estratificacion fria a 4 °C por
30, 60 y 100 dias (Tabla 1).

Tabla 1. Periodos de aplicacién de acido sulfurico (H,SO,) y estratificacién fria a
semillas de nirre (Nothofagus antarctica).

Tratamientos Escarificacion acida con | Estratificaciéon por frio
H,SO, (min) 4 °C (dias)

Es0-F30 0 30
Es10-F30 10 30
Es20-F30 20 30

Es0-F60 0 60
Es10-F60 10 60
Es20-F60 20 60
Es0-F100 0 100
Es10-F100 10 100
Es20-F100 20 100

Es: Escarificion 0, 10 y 20 (minutos). F: estratificacion fria 30, 60 y 100 (dias).



Posteriormente, se establecieron las semillas en placas petri con papel filtro
hamedo en condiciones de 22 + 24 °C con 18 horas de luz y 6 horas de oscuridad
durante 30 dias, donde se consideré6 como germinada cuando la semilla habia
desarrollado la radicula (Pérez y Martinez-Laborde, 1994) con crecimiento de al
menos 1 mm de largo, este conteo se realizé cada dos dias (Bahamonde, 2013).

Ensayo Il. A otro grupo de semillas, se le aplicaron los tratamientos de lavado
con agua, para ello se introdujeron las semillas dentro de vasos precipitados con
agua a temperaturas controladas de 25 °C y 50 °C por 5 minutos, dejando como
control un grupo de semillas sin lavar. Una vez finalizado este procedimiento, a cada
grupo, incluido el que no fue lavado, se sometieron a un sub tratamiento con AG3
en tres distintas concentraciones: 0, 450 y 900 mg L-1 por 24 horas (Tabla 2). Luego
de aplicados los tratamientos se inici¢ el proceso de germinacion bajo las mismas

condiciones y parametros que en el experimento n°1.

Tabla 2: Temperaturas del agua en el lavado y aplicacion de acido giberélico (AG3)
a distintas concentraciones en semillas de firre (Nothofagus antarctica).

Tratamiento Lavado de semilla (°C) AG3 (mg/L)
L-AGO - 0
L-AG450 - 450
L-AG900 - 900
L25-AG0 25 0
L25-AG450 25 450
L25-AG900 25 900
L50-AGO 50 0
L50-AG450 50 450
L50-AG900 50 900

L: Temperatura de lavado 25 y 50 °C, sin numero significa que no hubo lavado. AG: Concentracion
de acido giberélico 0, 450 y 900 (mg/L).

Viabilidad

Se realiz6 una prueba de viabilidad utilizando cloruro 2,3 ,5-trifenil tetrazolio al 0,5%



(Pérez y Martines-Laborde 1994). Para esto se tomd una muestra de 30 semillas
por procedencia en la cual se consideraron como viables aquellas que, una vez
sumergidas en la sustancia e incubadas en una estufa a 37 °C durante 4 horas
presentaran embrion completo color rosado-rojo carmin, indicando actividad

metabdlica (Premoli 1991).

Descripcion morfoanatomica

Se describieron los cambios morfoanatdmicos de las semillas en el proceso
germinativo hasta la aparicion del tercer par de hojas. Este analisis se realizo
utilizando imagenes obtenidas mediante microscopia Optica y microscopia
electrénica de barrido en el laboratorio de microscopia electronica de la Universidad
de Concepcion.

En la medida que se manifestaron cambios morfoanatémicos en las semillas
germinadas, se llevaron a microscopia electronica de barrido para obtener
fotografias, previa fijacion en frascos de vidrio la cual se realizé con glutaraldehido
al 2,5% en buffer cacodilato de sodio por al menos un dia a 4 °C, lavadas con buffer
y llevadas a deshidratacion en una serie de etanol en concentraciones crecientes,
con el propésito de deshidratar la semilla para finalmente realizar el secado a punto

critico y metalizar las muestras con vapores de oro.

indice de velocidad de germinacién

Se evalud la rapidez con la que las semillas germinaron, para ello se cuantifico la
cantidad de semillas germinadas por tratamiento para cada experimento cada dia,
con el fin de determinar el indice de velocidad de germinacién (IVG) segun la
formula IVG = Y [ni/(3 ti)], donde: nies el numero de semillas germinadas en el
intervalo de tiempo ti y > ti es el periodo en dias desde la siembra hasta el dia final

del experimento (Maguire, 1962).

Analisis estadistico:

Los ensayos de germinacion se realizaron con un diseiio completamente aleatorio.



Cada experimento tuvo 9 tratamientos y 3 repeticiones para cada tratamiento. La
unidad experimental fue de 30 semillas por repeticion. Cada experimento fue
evaluado individualmente, mediante un analisis de varianza en el programa
INFOSTAT vy se realizé test de Tukey, con un nivel de significancia de 0.05 entre las
medias. Para que los datos presenten una distribucion normal los porcentajes de
capacidad germinativa fueron transformados mediante la siguiente expresion (% de

germinacién + 0,05) 0,5 (Condo y Pazmifo, 2015).

RESULTADOS Y DISCUSION.

Se determind que el peso promedio de 1.000 semillas es 1,5 gramos, lo que indica
que un kilogramo hay aproximadamente 666.000 semillas. Este resultado coincide
con los datos obtenidos por Bahamonde (2013), quien, al evaluar esta misma

variable, reportdé un rango de peso para 1.000 semillas entre 1,1 y 1,6 gramos.

Ensayo I: Efecto del estratificado y escarificado sobre la germinaciéon de
semillas de N. antarctica.

Al analizar los resultados de porcentajes de germinacion mediante analisis de
varianza se obtuvo ausencia de diferencias significativas para el factor de
escarificacion a distintos minutos de exposicién (0,7074>0,05), estratificacion a4 °C
por 30, 60 y 100 dias (0,2746>0,05) y para la interacciéon entre ambos factores
(0,2409>0,05) (Tabla 3).

En general se obtuvieron bajos porcentajes de germinacion, obteniendo
como maximo un 28% en el tratamiento Es10-F100.

La escarificacion realizada a las semillas indicé que no hubo efectos
significativos, con porcentajes de germinacion entre 19,3% y 20,3% demostrando
que este tratamiento no es un factor de gran incidencia ya que estudios previos
realizados solo con estratificacion fria por Donoso y Cabello (1978) y Premoli (1991)
presentaron porcentajes de 20,6% y 18,4% respectivamente, muy similares a los
obtenidos en este estudio. Segun Hartman y Kester (1987) la duracion en la que se
sumerge a la semilla en acido sulfurico depende del tipo de semilla, pudiendo oscilar
entre 10 minutos a 6 horas. Para esta especie en particular se puede inferir que el
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tiempo de escarificado aplicado no fue suficiente para superar la dormancia, ya que
no hubo diferencias significativas con las semillas que no fueron sometidas a
escarificacion o que los mecanismos de dormancia serian menos dependiente de
tratamientos mecanicos y estan mayormente influenciados por factores internos o

condiciones ambientales requeridas para romper dicho estado.

Tabla 3. Efecto de estratificacion fria y escarificaciéon con acido sulfurico (H,SO,)
sobre el porcentaje de germinacién de semillas de firre (Nothofagus antarctica).

Porcentaje de germinacion (%)
Minutos en Dias de estratificacion
escarificacion 30 dias 60 dias 100 dias Promedio
0 min 14 18 21 17,7 ns
10 min 12 18 28 19,3 ns
20 min 25 18 19 20,3 ns
Promedio 17 ns 18 ns 22,7 ns

Andlisis de varianza indica que no existen diferencias significativas. ANDEVA, Test de Tukey
(P>0.05). Coeficiente de variacién 5,39. ns: no significativo

Los IVG (Tabla 4) variaron entre 0,20 (para Es10-F30) y 0,65 (para Es10-
F100), evidenciando que los tratamientos tuvieron un impacto en la rapidez con que
las semillas germinaron. Los tratamientos que fueron expuestos a mayor cantidad
de dias en estratificacion fueron los mas efectivos ya que obtuvieron los mayores
indices de velocidad de germinacién con IVG de 0,46 a 0,65, lo que indica que la
aplicacién de estratificacion fria a 100 dias acelerd el proceso germinativo. Por el
contrario, los tratamientos con 0 y 10 minutos de escarificacion con exposicion a 30
dias de estratificaciéon mostraron los indices mas bajos con valores de 0,21 y 0,20
respectivamente, probablemente debido a que la menor cantidad de dias que

pasaron en frio no fue suficiente para el rompimiento de la latencia de las semillas.

Ensayo Il. Efecto del lavado y aplicacion de acido giberélico sobre la

germinacion de semillas de N. antarctica.
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Al analizar los resultados se determiné que no hubo diferencias significativas en el
porcentaje de germinacion al comparar las distintas temperaturas utilizadas para
eliminar posibles inhibidores en la semilla (0,4996>0,05), las distintas
concentraciones de AG3 para estimular el proceso germinativo (0,8021>0,05) ni
para el efecto en conjunto de ambos factores (0,7845>0,05), lo que indica que

ninguno de estos tratamientos tuvo un impacto sobre la tasa de germinacion.

Tabla 4. indice de velocidad de germinacion para escarificacion con acido sulfarico
(H,SO,) y estratificacion fria a semillas de firre (Nothofagus antarctica).

Tratamientos indice velocidad de germinacién

Es0-F30 0,21

Es10-F30 0,20

Es20-F30 0,38

Es0-F60 0,33

Es10-F60 0,43

Es20-F60 0,36

Es0-F100 0,57
Es10-F100 0,65
Es20-F100 0,46

Es: Escarificion 0, 10 y 20 (minutos). F: estratificacion fria 30, 60 y 100 (dias).

El porcentaje mas alto (27%), sin ser diferente a otros, se obtuvo en el tratamiento
con un lavado de semilla en agua 25 °C y 0,450 (mg/L) de AG3y el menor porcentaje
(18%), tampoco diferente a otros, se obtuvo en el tratamiento con el lavado a
temperatura de 50 °C y 450 (mg/L) de AG3 (Tabla 5). En muchos casos, la
aplicacion de giberelinas promueve la germinacion de semillas en estado de
latencia. Esto se debe a que, en condiciones normales, las concentraciones de
giberelinas tienden a incrementarse en las yemas y semillas latentes durante la
primavera, lo que indica que estas hormonas desempefian un papel clave en la
ruptura del estado de latencia. (Jensen y Salisbury 1988). Si se afiade una giberelina

especifica, es posible que coincida unicamente con una de las que la planta produce
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de forma natural. Por ello, si un proceso no muestra respuesta a la aplicacién de
giberelina exdgena, no se puede afirmar que dicho proceso no esté regulado por
giberelinas, ya que podria no haberse utilizado la giberelina precisa (Barcelo et al.,
2011)

Tabla 5. Efecto del lavado con agua a distintas temperaturas y aplicacion de acido
giberélico (AG3) sobre el porcentaje de germinacidon de semillas de firre
(Nothofagus antarctica).

Porcentaje de germinacion (%)
Lavado de Concentracion a AG3 (mg/L)
semillas (°C) 0 (mg/L) 450 (mg/L) 900 (mg/L) Promedio
Sin lavado 20 23 19 21 ns
25°C 20 27 24 24 ns
50 °C 20 18 21 20 ns
Promedio 20 ns 23 ns 21 ns

Andlisis de varianza indica que no existen diferencias significativas. Andeva (P>0.05). Coeficiente de
variacion 5,47. L: lavado de semilla, ns: no significativo.

Los bajos porcentajes de germinacion en ambos experimentos coinciden con
estudios realizados por Salinas (2015) el cual atribuye posiblemente la baja
capacidad germinativa a que es una especie que se desarrolla en zonas frias con
temperaturas bajo 0 °C y no a las del laboratorio (22 £ 2 °C).

Los resultados del IVG para semillas lavadas a diferentes temperaturas y con
aplicacion de AG3 (Tabla 6) muestran una notable variabilidad, con valores desde
0,38 en el tratamiento de lavado a 25 °C y sin AG3, hasta 0,90 en el tratamiento de
lavado a 25 °C y 450 (mg/L) de AG3, lo que indica que las condiciones aplicadas en
este ensayo influyeron en la rapidez de germinacién. Asi, este ultimo tratamiento
destaca como el mas efectivo con el indice mas alto, lo que indica que tanto la
temperatura del lavado de semilla y la aplicacion de AG3 con una concentracion de
450 mg/L fueron especialmente favorables para la germinacion. En contraste, los
tratamientos cuyas semillas se lavaron a 50 °C y a 25 °C sin AG3, tuvieron los

indices mas bajos (entre 0,38 y 0,45), lo que indica que factores como la



13

combinacion de un lavado a temperaturas altas o a 25 °C mas la no aplicacion de
AG3 no favorecieron el proceso germinativo. De acuerdo con Finch-Savage (2004),
al alcanzar la temperatura ideal para la germinacion, la velocidad aumenta, pero
cuando las temperaturas se acercan a su limite maximo, esta velocidad disminuye,
provocando un dafio irreversible en las semillas, lo que pudo influir en este caso con

el lavado a 50 °C.

Tabla 6. indice de velocidad de germinacion para lavado con agua y aplicacion de
acido giberélico (AG3) en semillas de fiirre (Nothofagus antarctica).

Tratamiento indice velocidad de germinacién
L-AGO 0,52
L-AG450 0,67
L-AG900 0,53
L25-AG0 0,38
L25-AG450 0,90
L25-AG900 0,67
L50-AGO 0,45
L50-AG450 0,45
L50-AG900 0,43

L: Temperatura de lavado 25 y 50 °C, sin numero significa que no hubo lavado. AG: Concentracion
de &cido giberélico 0, 450 y 900 (mg/L).

Viabilidad. Los porcentajes de viabilidad resultaron ser de 30% para las semillas
de La isla Prat y 26% para las semillas procedentes del Lago Chacabuco. Segun
Premoli (1991) la baja viabilidad de las semillas puede ser atribuida a perforaciones
causadas por la herbivoria de insectos, en particular aquellos del orden Lepiddptera
que se alimentan de semillas (Gentili y Gentili, 1988); a la presencia de
engrosamientos en los tejidos de la cubierta, conocidos como tumores, que pueden
resultar tanto de infecciones bacterianas, fungicas o virales como de la capacidad
natural de las células vegetales para formar estos tejidos (Braun, 1969); o al
desarrollo partenocarpico de las semillas, que podria ser consecuencia de un afo

con baja floracién (Poole, 1950).
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Descripcion Morfoanatomica. N. antarctica posee un fruto rugoso del tipo nuez
laminada/alada (Figura 1a) que se encuentra dentro de una cupula formada por 4
valvas pilosas, esta llega a tener una longitud de 4 mm (Figura 1c), en su interior
ademas de contener al fruto alado en el centro, resguarda otros dos trialados que
envuelven al primero (Figura 1b), en la cupula se observa de forma mas oscura la
cicatriz del funiculo que deja el desprendimiento de las 3 semillas al momento de

secarse (Figura 1c)

Figura 1. a. Fruto alado. b. Fruto trialado. c. Cupula en Nothofagus antarctica.

vp: valvas pilosas, cf: cicatriz funiculo.

El fruto tiene una forma acorazonada con promedios de 3,9 mm de ancho y 4,5 mm
de largo (Figura 2a-2b), medidas por sobre los rangos dados por Salinas et al.
(2014). Dentro del fruto esta contenida la semilla, que se observa por un corte
laminar en el pericarpio (Figura 2a); mientras que en un corte transversal se ve parte
del embrion el cual mide aproximadamente 1,42 mm de largo y 360 um de espesor.
Presenta un pericarpio lignificado (Figura 2d) de 52,6 ym de espesor y una leve
diferenciacién de los dos cotiledones (Figura 2f).

Pasada la primera semana las semillas ya hidratadas iniciaron el desarrollo de
la radicula (Figura 3b) y liberaron los cotiledones del pericarpio (Figura 3c). Durante
ambos experimentos de propagacion, se evidencié un crecimiento asincronico de
las semillas, se observd que hasta el dia 25, una vez dispuestas las semillas a
germinar, aun habia semillas que recién iniciaban el desarrollo de la raiz primaria y

emanaban sus cotiledones.
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Figura 2. a. Fruto y semilla con corte laminar en el pericarpio. b. Corte longitudinal
de fruto y semilla. c. Corte transversal de fruto y semilla. d Corte transversal
pericarpio. e. Embridn. f. Cotiledones en Nothofagus antarctica.

em: embridn, cs: cubierta seminal, pe: pericarpio, co: cotiledones.

En la Figura 4a se observa liberacion de los cotiledones, midiendo 1,76 mm de
ancho y 2,07 mm de largo y un espesor de 208 uym (Figura 4b). En la cara abaxial

de ellos se observan claramente las células de la epidermis y estomas (Figura 4c),
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el complejo estomatico estd formado por células oclusivas y células anexas
dispuestas de forma paralela a entre si, formando un complejo estomatico paracitico

(Mejias, Molist y Pombal s.f.), presentando una longitud de 15,4 ym (Figura 4d).

Figura 3. a. Fruto. b. Fruto e hipocoétilo. c. Aparicion cotiledones. d. Desprendimiento
de cotiledones desde pericarpio en Nothofagus antarctica.

1 rom

hp: hipocdtilo. co: cotiledones. cs: cubierta seminal. pe: pericarpio.

En la Figura 4a se observa que los cotiledones ya se han liberado, midiendo 1,76
mm de ancho y 2,07 mm de largo y un espesor de 208 um (Figura 4b). En la cara
abaxial de ellos se observan claramente las células de la epidermis y estomas
(Figura 4c), el complejo estomatico esta formado por células oclusivas y células
anexas dispuestas de forma paralela a entre si, formando un complejo estomatico

paracitico (Mejias, Molist y Pombal s.f.), con una longitud de 15,4 um (Figura 4d).
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Figura 4. a. Cotiledones. b. Corte transversal cotiledon. c. Pared de cotiledones en
cara abaxial. d. Complejo estomatico paracitico en Nothofagus antarctica
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hp: hipocétilo, co: cotiledones. es: estomas. ceo: células oclusivas. Cea: células anexas. epd:
epidermis.

En la Figura 5a, se observa que las semillas se han desprendido del pericarpio y
comienzan su elongacion, en este estado comienza la diferenciacion entre la raiz
primaria y el hipocétilo, este ultimo alcanza longitudes de 3,84 mm. La elongacion
del hipocdtilo demuestra que, en este caso, el fiirre tiene un tipo de germinacion
epigea, permitiendo que los cotiledones sean los primeros en desarrollar
cloroplastos y por ende actividad fotosintética (Pérez y Martines-Laborde 1994). En
la zona terminal se encuentra la caliptra (Figura 5b) que es una capa de células
protectoras de la raiz, y un poco mas arriba la zona pilifera, en la que se desarrolla
gran cantidad de pelos radicales (Figura 5c), que son extensiones unicelulares
epidérmicas que aumentan el area de superficie de la raiz incrementando la

absorciéon de agua y minerales (Jensen y Salisbury 1988).
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El corte transversal de la raiz, que tiene una longitud de 647 uym (Figura 5d)
se observa en la parte mas externa, la epidermis y la exodermis formando una
barrera protectora que regula el intercambio de agua y nutrientes, mientras que la
banda de Caspari, ubicada en la endodermis, actia como una barrera selectiva que
controla el paso de sustancias hacia el interior del cilindro vascular. El periciclo,
situado bajo la endodermis, es responsable de la formacion de raices secundarias.
Los floemas, por su parte, se encuentran distribuidos alrededor del xilema y son
esenciales para el transporte de los productos de la fotosintesis hacia otras partes
de la planta. Ademas, se pueden observar las células de paso, que son células
endodérmicas de paredes delgadas, funcionando como células especializadas que
facilitan el movimiento de agua y minerales hacia el centro de la raiz, garantizando

una distribucion eficiente de estos recursos (Jensen y Salisbury 1988).

Figura 5. a. Primeros estadios de desarrollo. b. Caliptra. c. Corte transversal raiz. d.
Zona pilifera en Nothofagus antarctica

p i S - |

hp co
3,84mm /
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rp: raiz primaria. zp: zona pilifera. ca: caliptra. hp: hipocétilo. co: cotiledones. pr: pelos radicales,
endod: endodermis, peri: pericarpio, fl: floema, cdp: células de paso, epd: epidermis, exo: exodermis.
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En la Figura 6b, el hipocdtilo, localizado entre la raiz y los cotiledones presenta en
su superficie dos tipos de pelos, los glandulares vy filiformes. Los primeros con una
longitud de 20,45 pym (Figura 6c), son estructuras cortas y esféricas, rodeadas por
una capa mas gruesa que las otras células., mientras que los filiformes, de 42,9 ym
(Figura 6€), son estructuras alargadas y finas, que se extienden hacia el exterior
con una forma delgada y cilindrica. Ambos tipos de pelos estan distribuidos sobre
la epidermis del hipocatilo, contribuyendo a proteccion y nutricion de la planta en

sus primeras etapas de desarrollo.

Figura 6. a. Punto de insercion cotiledones. b. Hipocatilo. c. Pelo glandular. d. Pelos
glandulares y filiformes en superficie de hipocotilo. e. Pelo filiforme en Nothofagus
antarctica.
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pg: pelos glandulares. hp: hipocétilo. co: cotiledones. pff: pelo filiforme.

En las siguientes imagenes los cotiledones ya se encuentran completamente

abiertos, orientando su cara adaxial hacia arriba, lo que permite observar su forma
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y estructura. Inmediatamente por encima del punto de insercioén de los cotiledones,
comienza el crecimiento del epicotilo, que se distingue por su alargada estructura
cilindrica (Figura 7a). En esta region, se localizan los primordios foliares, pequefas
formaciones protuberantes, rodeadas por una capa de células meristematicas, que
daran lugar al primer par de hojas. Estos primordios en desarrollo alcanzan una
longitud aproximada de 500 pym (Figura 7b); en el extremo de estos, se encuentran
los tricomas, también conocidos como pelos filiformes (Figura 7c¢), que sobresalen

como estructuras alargadas y delgadas, con una longitud de hasta 46 pm.

Figura 7. a. Cotiledones y primordios foliares. b. Primordios foliares. c. Tricomas. d.
Células en superficie de primordios foliares en Nothofagus antarctica.

kS

hp: hipocoétilo. pff: pelos filiformes. co: cotiledones. epi: epicotilo. pfo: primordios foliares. tr: tricomas.
cpf: células primordios foliares.

Durante su desarrollo, la plantula continia su elongacion, y el epicotilo sigue

creciendo en longitud, alcanzando aproximadamente 5,15 mm (Figura 8a). Esta
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parte del tallo, delgada y alargada, presenta una epidermis que se va diferenciando
conforme avanza el crecimiento. A lo largo de su superficie, se distribuyen pelos
filformes (Figura 8c), que se extienden como estructuras finas y alargadas,
cubriendo el epicotilo a lo largo de su longitud. En la parte superior del epicotilo,
justo en el extremo, se desarrollan los primordios foliares, que son pequeinas
protuberancias redondeadas o aplanadas, de tamafio 1,5 mm (Figura 8b). Estos
primordios estan rodeados de células meristematicas, que continian su proceso de
diferenciacion y crecimiento. Como el tallo en esta etapa no cuenta con una
estructura protectora como la cofia en la raiz, los primordios foliares se disponen en
una organizacion que ayuda a cubrir y resguardar el apice del epicotilo, cumpliendo
la funcion de protegerlo de condiciones ambientales adversas y lastimaduras fisicas

(Jensen y Salisbury 1998).

Figura 8. a. Elongacion epicotilo. b. Primordios foliares. c. Epicotilo. d. Pelos
filiformes en epicotilo en Nothofagus antarctica.

hp: hipocdtilo. co: cotiledones. epi: epicotilo. pfo: primordios foliares. pff: pelos filiformes.
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Ya es posible observar el desarrollo del primer y segundo par de hojas que emergen
en la plantula, mostrando un crecimiento con longitudes que oscilan entre 2,8 mmy
3,1 mm. Los entrenudos entre estas hojas son visibles, presentando una epidermis
dispuesta de forma longitudinal, en la cual se destacan los pelos filiformes que se
extienden a lo largo de esta superficie (Figura 9a-9b). Las hojas, por su parte,
presentan una nervadura dentada, caracteristica que se observa en los bordes
ligeramente ondulados y en las venas laterales que se ramifican a lo largo de la
superficie foliar. Ademas, en la cara abaxial de las hojas, se encuentran distribuidos
los pelos filiformes, junto a los estomas (Figura 9¢-9d).

La venacion de la hoja es pinada, presentando un nervio principal que se
ramifica en venas secundarias a lo largo de la superficie de la hoja, un patron tipico
en muchas plantas dicotiledoneas. En el interior de la hoja, la estructura del tejido
vascular es claramente visible, con el xilema y floema organizados en los haces
vasculares, mientras que el mesdfilo, situado entre las dos capas de epidermis,
presenta un grosor aproximado de 250 um (Figura 9e). Este mesofilo esta
compuesto por dos tipos de parénquima: el parénquima en empalizada, donde
ocurre principalmente la fotosintesis, formado por células alargadas, densamente
organizadas cerca de la epidermis adaxial, y el parénquima esponjoso, que contiene
células mas separadas creando espacios intercelulares que facilitan la circulacion
de gases (Jensen y Salisbury 1998).

En cuanto a la raiz primaria, se continua observando su crecimiento hacia
abajo, alcanzando una longitud de 8,75 mm, con una clara elongacion diaria. En su
estructura, se aprecian las raices secundarias que comienzan a desarrollarse a lo
largo de su extensién, proporcionando mayor estabilidad y soporte a la plantula,
facilitando su anclaje al suelo (Figura 9e). Estas raices secundarias emergen de
manera radial desde la raiz primaria, con una estructura conica en su extremo, lo
que permite una expansion eficiente en busca de nutrientes. Su desarrollo es
progresivo a medida que la plantula crece, incrementando la superficie de
absorcién. A medida que estas se ramifican contribuyen al fortalecimiento y

estabilidad a largo plazo de la planta.
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Figura 9. a. Primer par de hojas. b. Hoja. c. Nervadura de la hoja. d. Superficie hoja.
e. Corte transversal hoja. f. Elongacion raiz primaria y desarrollo de raices
secundarias en Nothofagus antarctica.

>

a0 /4 //

X138 188xm oy T XSGQ/ SBMm

eba

hp: hipocdtilo. en: entre nudo. pff: primordios foliares, est: estipula. es: estomas. rp: raiz primaria. rs:
raiz secundaria. eba: epidermis abaxial, eda: epidermis adaxial, pem: parénquima en empalizada,
pes: parénquima esponjoso.

Después de un mes, la plantula mide aproximadamente 3 cm (Figura 10b). El
primer par de hojas ya esta completamente formado, con una forma alargada y

bordes un poco dentados. Ademas, empieza a aparecer el segundo par de hojas,
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que tiene una forma similar al primero, aunque todavia esta en desarrollo. La raiz
principal sigue creciendo, alargandose, mientras comienzan a aparecer raices
secundarias que se van extendiendo desde la raiz principal, ayudando a que se

sostenga de manera mas firme.

Figura 10. a. Plantula con tercer par de hojas. b. longitud de la plantula. c.
Cotiledones y hojas en su cara abaxial en Nothofagus antarctica.
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CONCLUSIONES

1. La aplicacion de concentraciones de acido sulfurico y periodos de estratificacion
fria no influyd significativamente en los porcentajes de germinacion, los cuales
oscilaron entre 12% y 28%.

2. Si hubo impacto en la velocidad de germinacion; los tratamientos con 100 dias
de estratificacion si aumentaron el IVG con un maximo de 0,65, superando a los
obtenidos con 30 dias que oscilaron entre 0,20 y 0,38.

3. Ellavado de semillas y la aplicacion de AG3 no tuvo impacto significativo en los
porcentajes de germinacién, que fluctuaron entre 18% y 27%.

4. El lavado de semillas con agua a 50 °C redujo el IVG, ralentizando la
germinacion.

5. La especie presenta asincronia y los bajos porcentajes de germinacion que
oscilaron entre 12% y 28% esta dado por la baja viabilidad de las semillas la cual
alcanza solo un 30%.

6. La MEB permitié observar un pericarpio lignificado.
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En la epidermis del primer par de hojas, se observan tricomas glandulares y
estomas con complejo parasitico.

Las técnicas de MEB permitieron conocer la morfologia y anatomia de la semilla
lo que permitirda que futuros estudios de realicen con nuevos tratamientos de

estratificado y escarificado.
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