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RESUMEN

El estudio de la variabilidad en el comportamiento germinativo puede contribuir
significativamente al proceso de domesticacion de una especie. Paspalum dilatatum
es una graminea estival de interés forrajero, pero sus semillas presentan baja
germinacion lo cual limita su adopcion. En esta especie se han sugerido diferencias
entre biotipos en la dormicion de semillas, y las cubiertas serian las principales
limitantes a la germinacion. El almacenamiento en seco y tratamientos de pre-
imbibicion disminuyen la dormicion de las semillas. En el presente trabajo se estudio
la variabilidad en el comportamiento germinativo entre 16 genotipos de P. dilatatum,
que representan la variabilidad genética natural, analizando la respuesta a tres
tiempos de almacenamiento (0, 3 y 6 meses) y tres tratamientos de pre-imbibicion (a
5, 20 °C, y sin pre-imbibicidn). A su vez, semillas de genotipos con comportamientos
contrastantes fueron sometidas a la extraccion manual de la lema para estudiar la
respuesta germinativa, la imbibicion y la sensibilidad al acido abscisico (ABA),
considerando dos tiempos de almacenamiento (1 y 5 meses). Se registrd variabilidad
en la respuesta del comportamiento germinativo a los tratamientos de pre-imbibicion
y al tiempo de almacenamiento aunque en general ambos promovieron la
germinacion. En particular los biotipos Virasoro y ChirG presentaron un
comportamiento germinativo diferente al resto de los genotipos. Por otra parte, la
extraccion manual de la lema increment6d la germinacion en todos los genotipos,
excepto en el biotipo Chiri que registro muy alta germinacion en todos los
tratamientos. A su vez, un mayor tiempo de almacenamiento incrementd la
germinacion y resultdé en menor sensibilidad al ABA, tanto en semillas sin lema
como enteras, sugiriendo que el almacenamiento tendria un efecto sobre el cariopse.
Se concluye que la dormicion de cada genotipo no se explicaria s6lo por las
caracteristicas de las cubiertas sino que estarian involucrados procesos fisiologicos
dentro del cariopse, y que la existencia de variabilidad en la germinacion permite

seleccionar genotipos mas apropiados para su adopcidon como cultivo.

Palabras clave: biotipos de P. dilatatum, variabilidad intra-especifica, pre-

chilling, posmaduracion, dormicion por cubiertas.
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VARIABILITY IN GERMINATION BEHAVIOUR AND IN COAT-IMPOSED
DORMANCY AMONG DIFFERENT Paspalum dilatatum POIR.
GENOTYPES

SUMMARY

The study of wvariability for germinative behaviour can make a significant
contribution to the domestication process of a species. Paspalum dilatatum Poir. is a
warm-season grass with potential as a forage crop, but low seed germination hinders
its adoption. In this species, differences in seed dormancy among biotypes have been
suggested and the seed coats are thought to be the major constraint to germination.
Dry storage and pre-imbibition treatments have been shown to release seed
dormancy. In the present work, variability in seed germination behaviour was studied
in 16 P. dilatatum genotypes, representing the known natural genetic variability for
the species, by analyzing the response to three seed storage times (0, 3 and 6 months)
and three pre-imbibition treatments (at 5 and 20 °C, and without pre-imbibition). In
turn, seeds of some genotypes were subjected to manual removal of the lemma to
study the germination, imbibition and sensitivity to abscisic acid (ABA), considering
two storage times (1 and 5 months). Variability in germination behaviour and
responses to dry storage times was observed among genotypes, although in general
both promoted germination. Particularly the Virasoro and Chirt biotypes showed
different germination behaviour from other genotypes. Moreover, the removal of the
lemma increased germination in all genotypes, except Chira which showed a high
germination in all treatments. In turn, longer storage times increased germination,
and resulted in reduced sensitivity to ABA, in untreated seeds and after the removal
of the lemma similarly, suggesting that storage time may have an effect on the
caryopsis itself. We concluded that seed dormancy of each genotype may not be
explained by the coat characteristics only, and that the existence of variability in seed

germination makes it possible to select genotypes suitable for adoption as a crop.

Keywords: P. dilatatum biotypes, intra-specific variability, pre-chilling, after-

ripening, coat-imposed dormancy
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. INTRODUCCION

La domesticacion es el resultado de un proceso de seleccion que permite la
adaptacion de las plantas a un ambiente manejado por el hombre. Las especies
domesticadas presentan semillas con mayor tamafio que las silvestres, ademas de que
retienen las semillas sobre la planta madre (Gepts, 2004, Fuller y Allaby, 2009). Otra
caracteristica de las semillas de especies domesticadas es que presentan baja o nula
dormicidn, mientras que es mayor en las especies silvestres (Gepts, 2004). La
dormicién es un caracter heredable complejo, que ha sido muy estudiado en unas
pocas especies, pero no hay mucha informacién en especies silvestres (Bewley,
1997). En estas especies, se ha reportado variabilidad inter- e intra- poblacional en su
dormicién, que se refleja en comportamientos germinativos divergentes (Baskin y
Baskin, 2000). Las especies de gramineas estivales con valor forrajero como
Paspalum dilatatum Poir. se consideran poco domesticadas, y sus semillas presentan
caracteristicas de dormicion similares a sus formas silvestres (Adkins et al., 2002).
Para iniciar el proceso de domesticacion, resulta importante el estudio de la
dormicion que presenta la especie de interés, la variabilidad natural del caracter y el
mecanismo fisiolégico que subyace. Para ello, se requiere conocer la variabilidad
genética natural de la especie, y evaluar si existen diferencias entre genotipos en el
comportamiento germinativo de las semillas. En definitiva, seleccionar un biotipo,
ecotipo, o forma que presente menor dormiciéon podria ser un objetivo inicial del

proceso de domesticacion.

I.LA. PASPALUM DILATATUM COMO PASTURA ESTIVAL: VENTAJAS Y
DIFICULTADES

I.A.1. Caracteristicas de P. dilatatum

Paspalum dilatatum Poir. pertenece a la familia de las gramineas (Poaceac), sub-
familia Panicoideae, tribu de las paniceas (Paniceae). Su sitio de origen se encuentra
al sureste de América del Sur, region que comprende el Uruguay, el litoral y centro
de Argentina y el sur de Brasil. Sus hojas presentan anatomia “Kranz” y por tanto un

metabolismo fotosintético de tipo C4, confiriéndole alta eficiencia de uso del agua y



maxima actividad fotosintética en altas temperaturas (Blaikie et al., 1988). Esto
explica que su crecimiento Optimo se encuentre alrededor de los 30 °C (Mitchell y

Lucanus, 1962).

Sin embargo, P. dilatatum suele encontrarse en sitios de climas templados, debido a
su tolerancia a diversos eventos de estrés abidtico frecuentes en la region, como
heladas e inundaciones que son comunes en los inviernos, y déficit hidricos usuales
en los veranos (Loreti y Oesterheld, 1996, Campbell et al., 1999). Caracteristicas
como la baja sensibilidad al congelamiento de los tejidos foliares y un perfil
climatico diferente a otras pasturas de metabolismo C4 la distinguen de otras
gramineas estivales (Rowley et al., 1975, Campbell et al., 1999). Estas caracteristicas
le permitieron colonizar otros sitios con ambientes similares al de la region, como la
Isla Norte de Nueva Zelanda, el Estado de Victoria en Australia y el sureste de
Estados Unidos (Percival, 1977, Lawson et al., 2003, Thom, 2003, Venuto et al.,
2003).

Por sus caracteristicas de crecimiento y su tolerancia al clima de la region, P.
dilatatum ha sido propuesta como graminea estival a incorporar en las pasturas
sembradas (Carambula, 2002). Actualmente, la produccion de forraje en la region
muestra una variacion estacional, presentando un déficit en el verano porque las
especies sembradas, las cuales son de crecimiento invernal, entran en reposo con
tasas de crecimiento nulas (Santifiaque, 1979, Coll, 1991). Esto resulta en una
explotacion ineficiente del ambiente en verano y un enmalezamiento precoz por
especies estivales, como la gramilla [Cynodon dactylon (L.) Pers.] (Rios et al., 1990,
Garcia, 1995). P. dilatatum presenta adaptabilidad a la region, valor forrajero y un
ciclo de crecimiento complementario a las especies invernales sembradas (Johnston,
1996, Cornaglia, 2003, Venuto et al., 2003). Por tanto, incorporarlo a las mezclas
sembradas contribuiria a disminuir la fluctuacién de forraje y a incrementar la
persistencia de las praderas (Santifiaque, 1979, Garcia, 1995). Las mezclas con P.
dilatatum, raigras perenne (Lolium perenne L.) y trebol blanco (Trifolium repens L.)

fueron populares en Nueva Zelanda y Australia, presentando mayor potencial de



produccion de biomasa total y de leche que mezclas sin P. dilatatum (Lawson et al.,

2003, Thom, 2003).

I.LA.2. Limitantes a nivel de semillas para su adopcion

Al igual que otras gramineas estivales apomicticas, presentan diversas dificultades
para la cosecha de semillas viables. En primer lugar, como otras especies estivales,
presenta una importante amplitud de periodo de floracion, que va desde el final de la
primavera hasta mediados del otofio (Campbell, 1999, Pizarro, 2000). La emision de
panojas es fluctuante, presentando al principio del verano y al principio del otofio los
momentos de mayor produccion de panojas, dado que la temperatura Optima de
aparicion de inflorescencias es de 20 °C (Garcia, 1971, Pearson y Shah, 1981). Otra
dificultad radica en que las semillas sufren abscision entre 15 a 18 dias después de la
antesis, por lo cual no son retenidas en las panojas (Burson et al., 1978). En
resultados recientes, se reportd que el momento de mayor caida de semillas se
alcanza entre 300 y 400 grados-dia posteriores a la emergencia de la panoja (Cuiia et
al., 2012). A su vez, la proporcion de semillas viables es generalmente bajo y varia
segun la temperatura, la humedad relativa minima y la disponibilidad hidrica del
suelo (Bennett, 1959, Pearson y Shah, 1981, Coll, 1991). Una dificultad extra es la
infeccion de espiguillas provocada por el hongo Claviceps paspali Stevens & Hall,
que produce una miel que dificulta la cosecha de semillas (Luttrell, 1977). La
incidencia de C. paspali también varia por factores climaticos, siendo mayor cuando

se presentan veranos mas hiimedos (Garcia, 1971, Schrauf et al., 2003).

Por otro lado, las semillas viables presentan dificultades para la germinacion y
emergencia a campo, atribuidas a que tienen dormiciéon. En las reglas de la
“International Seed Testing Association” (ISTA, 1999), se recomiendan temperaturas
alternantes (20 / 35 °C, 16 / 8 h), con ciclo de oscuridad / luz, colocando las semillas
sobre papel absorbente con una solucion de nitrato al 0,2 % (m/v), durante 28 dias,
requerimientos similares a los sugeridos para otras paniceas (Loch y Ferguson,
1999). Unos de los tratamientos mas practicados para obtener mayor germinacion en

especies de Paspalum ha sido la escarificacion acida o mecanica, debido a que las



cubiertas (lema y palea del antecio fértil) son importantes en la limitacion de la
germinacion (Fulbright y Flenniken, 1988, West y Marousky, 1989, Coll, 1991). Las
cubiertas de paniceas presentan una seccidon abatible en la lema, conocido como
“tapa de germinacion”, reflejando la importancia de estas estructuras (Rost, 1975,
Thomasson, 1978, Loch et al., 2004). La germinacién no sélo es promovida por la
alteracion de las cubiertas: una alta disponibilidad de agua (Cornaglia et al. 2005) o
condiciones de campo como una inundacion y la ausencia de vegetacion resultan en
una mayor emergencia de plantines de P. dilatatum (Cornaglia et al., 2009). Estas
condiciones de campo se corresponden con los requerimientos para la germinacion
ya mencionados. Ademads, los plantines logran sobrevivir si las condiciones hidricas
son buenas durante los primeros meses de establecimiento y hasta el momento en que
logran desarrollar sus rizomas (Thom, 2003, Cornaglia et al., 2005). Como
consecuencia, esta especie suele emerger en el campo durante la primavera en

lugares con buena disponibilidad de agua y en vacios en el tapiz vegetal (Cornaglia,

2003).

1.A.3. Variabilidad genética natural en la region

La mayor parte de los trabajos sobre la especie fueron realizados sobre el biotipo
comun, el cual es pentaploide con formula gendmica 2n = 2x = 50 (IIJJX) y se
reproduce por apomixis, por tanto, las semillas son genéticamente idénticas a la
planta madre (Bashaw y Forbes, 1958, Bashaw y Holt, 1958, Burson, 1991). Es
comun que la apomixis esté asociada a caracteristicas como la poliploidia y la
hibridaciéon interespecifica, resultando inadecuada la definicion clésica de especie
(Asker y Jerling, 1992). P. dilatatum, junto a otras especies relacionadas, forma parte
del grupo taxondémico informal dentro del género, conocido como grupo Dilatata
(Paspalum, Poaceae), incluyendo biotipos sexuales tetraploides que presentan la
formula genomica I1JJ: P. urvillei Steud., P. dasypleurum Kunze ex Desv., P.
dilatatum ssp. flavescens Roseng. Arr. & Izag. y los biotipos Virasoro y Vacaria
(Burson et al., 1973, Speranza, 2005a). También, forman parte del grupo Dilatata
biotipos hexa- y heptaploides apomicticos, entre los cuales esta el biotipo Chiru

(referido como “Uruguayan”), cuya formula gendémica es 2n = 6x = 60 (IIJJXX)



(Burson, 1991). Estos biotipos distintos al comuin se encuentran unicamente en la

region de origen de la especie.

Diversos autores han sugerido que el biotipo comun se comporta como apomictico
obligado (Bashaw y Holt, 1958, Burson, 1991, Schrauf, 2003). Sin embargo,
Machado et al. (2005) reportaron la existencia en la region de biotipos pentaploides
fenotipicamente  diferentes al comun. Mediante marcadores moleculares
codominantes (microsatélites) disefiados para la especie, se demostrd que estos
pentaploides “fuera de tipo” eran clones menores, fruto de la recombinacion entre
alguno de los biotipos sexuales con el biotipo comun (Speranza, 2005a). Estos clones
recombinantes se encuentran sélo en regiones donde coexisten (o coexistieron) algiin
biotipo sexual y el comun, mientras que accesiones de P. dilatatum pentaploide del
resto del mundo resultaron iguales o variantes mutacionales del biotipo comin
(Speranza, 2005b). Esta informacion implica que es probable encontrar en la region

biotipos pentaploides fuera de tipo de origen natural.

Resulta de interés conocer si la variabilidad genética natural se traduce en
variabilidad fenotipica en caracteristicas de interés. Se han registrado diferencias en
caracteristicas morfofisioldgicas entre biotipos y entre clones (Venuto et al., 2003,
Alonso y Monterubbianesi, 2006). Como ejemplo, el biotipo Chirti ha presentado
ventajas productivas sobre el biotipo comun y ha sido sefialada como una candidata a
ser utilizada como cultivar a nivel nacional (Coll, 1991, Venuto et al., 2003). Incluso,
se han registrado diferencias entre biotipos en la produccién de semillas y Ia
respuesta germinativa de las mismas, limitantes principales para su adopcion
productiva (Souza-Chies y Cavalli-Molina, 1995, Tischler y Burson, 1999). Mientras
tanto, son mas recientes los trabajos de caracterizacion fenotipica entre clones
recombinantes con respecto al comun. Actualmente, en dos Tesis de Ingeniero
Agronomo de la Facultad de Agronomia, UdelaR., se han reportado diferencias
morfofisiologicas entre grupos genéticos (asociados al biotipo sexual que resultd
progenitor del clon), e incluso entre clones de un mismo grupo genético, aunque en

menor grado (Michelini, 2010, Rodriguez, 2010). Los genotipos escogidos para la



presente Tesis surgen de una seleccion de los materiales evaluados por Michelini

(2010) y Rodriguez (2010).
I.B. DORMICION DE SEMILLAS

Para un estudio adecuado de la dormicion de cualquier especie, se requiere entender
este complejo proceso. Esta seccion tiene como objetivo precisar el actual marco
teorico de la dormicion para entender en términos fisioldgicos el comportamiento
germinativo que muestran las semillas, incluso las de P. dilatatum. No se busca
profundizar en las intrincadas respuestas hormonales ni en los genes involucrados,
reportados en revisiones recientes (Kucera et al., 2005, Finkelstein et al., 2008,
Holdsworth et al., 2008). Por otra parte, la discusion se restringe a la dormicioén
fisiolodgica, segun la clasificacion sugerida por Baskin y Baskin (2004), la cual es el
tipo de dormicion mas distribuida. Esto excluye la dormicién provocada por
cubiertas muy duras e impermeables (dormicion fisica), y la dormicién por

inmadurez del embrion (dormicion morfologica).

1.B.1. Definicidon de dormicién de semillas

A pesar de haber sido un proceso estudiado durante mucho tiempo, la definicién de
la dormicion de semillas ha resultado un topico de intensa discusion (ver resefia en
Vleeshouwers et al., 1995). Esto se ha debido a que el proceso no era claramente
entendido, combinado con problemas en el disefio e implementacidon de experimentos
causados por suposiciones inapropiadas (Vleeshouwers et al., 1995, Cohn, 1996).
Pero principalmente, a que la forma de determinar la dormicion radica en medir la
ausencia de germinacién (Hilhorst, 1995). Actualmente, la definicién con mayor
consenso es que la dormicion es un impedimento interno de las semillas para la
germinacion en condiciones de temperatura, humedad y oxigeno, que serian
adecuadas (Benech-Arnold et al., 2000). Esta definicion apunta a separar las
limitantes internas de la germinacion de las limitantes impuestas por factores
externos. Se entiende que las semillas en dormicion se encuentran activas porque

pueden responder al ambiente (Vleeshouwers et al., 1995). Por tanto, no



corresponden los términos latencia o quiescencia, que han sido usados como

sinébnimo de dormicién (Foley, 2001).

Otro aspecto de consenso es la distincion entre la dormicion y la germinacion. Una
semilla puede germinar o no (respuesta de “todo o nada”), pero su dormicion puede
tener cualquier nivel dentro de un rango dado que va de una dormicién maxima a una
dormicion minima (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006). El concepto de niveles
de dormicion fue introducido por Vegis (1964), segun la germinacion de las semillas
ante un rango de temperaturas dado: si las semillas logran germinar en un rango
amplio de temperaturas, el nivel de dormicidn serd bajo, y viceversa. En el mismo
sentido, la germinacién en un rango amplio de potenciales hidricos o una alta
sensibilidad a factores que promueven la germinacion (ver [.B.4.b.) se han asociado a
niveles de dormicion bajos (Baskin y Baskin, 2000, Bradford, 2002). Entonces, el
nivel de dormicion define qué condiciones ambientales se deben cumplir para que la
semilla germine. Esto significa que la germinacion en el campo estaria restringida al
periodo donde se solapan la temperatura del suelo y el rango de temperaturas que
permiten la germinacidon, en interaccion con la humedad del suelo requerida
(Vleeshouwers et al., 1995, Benech-Arnold et al., 2000). Los diferentes niveles de
dormicidn juntos forman una escala continua que va entre la maxima dormicién (que
podria ser no germinar bajo ninguna temperatura) y el minimo nivel posible. Los
cambios del nivel de dormicién no suceden de forma abrupta, ya que estan
gobernados por factores ambientales, como la temperatura y la humedad del suelo
(ver 1.B.4.a.), asociados a cambios estacionales anuales (Baskin y Baskin, 2000,
Benech-Arnold et al., 2000). Aunque no hay una forma directa de cuantificar el nivel
de dormicidn, se pueden demostrar cambios al germinar las semillas de interés ante
diferentes temperaturas, potenciales hidricos o niveles de factores que promueven la

germinacion (Foley, 2001).

1.B.2. Mecanismos de la dormicidon: embrional o impuesta por cubiertas

La germinacion sucede cuando el embridn crece. Las limitantes que la evitan pueden

originarse en el propio embrion o en las estructuras que lo rodean, llamadas



genéricamente cubiertas. Para identificar donde se origina la dormicion, se suelen
realizar ensayos de germinacion con semillas integras y con embriones aislados. Si
las semillas no germinan pero los embriones aislados logran la germinacion, la
dormicidn se debe a las cubiertas, pero si los embriones aislados tampoco germinan,

la dormicion es embrional (Bewley y Black, 1994).

La dormicién impuesta por cubiertas es de mayor prevalencia que la embrional
(Foley, 2001), y se ha subdividido segun el tipo de impedimento que ejercen las
cubiertas. Puede deberse a la presencia de inhibidores de la germinacién en las
cubiertas, como el acido abscisico (ABA). Este mecanismo se ha deducido porque la
germinacion de embriones aislados es inhibida por estar en contacto con las cubiertas
(Bewley y Black, 1994, Adkins et al., 2002). Otro mecanismo de dormicion,
propuesto tanto en cebada como especies silvestres, se debe a que las cubiertas
interfieren sobre el intercambio gaseoso, secuestrando el O, (Dungey y Pinfield,
1980, Whiteman y Mendra, 1982). Sin embargo, la dormicidn no estd asociada a una
menor respiracion, sino que el O, es necesario para degradar el ABA (Bewley y
Black, 1994). En las glumelas de cebada, ocurre el secuestro del O, provocado por la
actividad polifenol oxidasa (Lenoir et al., 1986). Por ultimo, las cubiertas pueden
imponer una resistencia mecanica mayor al potencial de crecimiento del embrion
(Schopfer y Plachy, 1985), la cual puede resultar alta (133 MPa en Iris loreteti Barb.)
o muy baja (10 MPa en Pancriatum maritimum L.) segin la especie (Blumenthal et
al., 1986). Se ha reportado como el mecanismo de dormicidon predominante en
especies como arabidopsis (Arabidopsis thaliana L.) y tomate (Lycopersicon
esculentum Mill.), las cuales requieren el ablandamiento del endosperma micropilar
para la germinacion (Ni y Bradford, 1993, Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006).
La resistencia mecanica, también, ha sido postulada como el mecanismo
predominante en semillas de paniceas, debido a la presencia de lema y palea

endurecidas (Fulbright y Flenniken, 1988).

Por otro lado, la dormiciéon embrional se ha reportado en especies lefiosas, como en
semillas de la familia Rosaceae y algunas gramineas como Avena fatua L. (Kermode,

2005), y se explica por la presencia de inhibidores de la germinacion en el embrion,



principalmente el ABA (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006). Suele distinguirse
si los inhibidores se encuentran en el eje embrional o, como en el caso de manzana
(Malus sylvestris Mill.), en los cotiledones (Thévenot, 1982). Sin embargo, los
reportes de este tipo de dormicion no son abundantes. La idea de que los embriones
interactien con las cubiertas ha ganado espacio como hipotesis para explicar la
dormicién. En cebada, se ha demostrado que la hipoxia artificial o impuesta por las
cubiertas afecto la respuesta de los embriones al ABA exdgeno como inhibidor a la
germinacion (Benech-Arnold et al., 2006). Por otro lado, se sugirié que los diferentes
tejidos de los cariopses de Setaria faberii Herrm. ejercen una regulacion particular e

independiente entre si sobre la germinacion del embrion (Dekker et al., 1996).

1.B.3. Rol del acido abscisico y las giberelinas sobre la dormicion y la

germinacion

Diversos trabajos y revisiones sefialan al acido abscisico (ABA) como la hormona
que induce y mantiene la dormicion de las semillas y las giberelinas (GAs) como las
promotoras de la germinacion (Hilhorst, 1995, Bewley, 1997, Foley, 2001, Kermode,
2005, Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006). Esta conclusion surge a partir de
estudios realizados mayoritariamente sobre especies modelo, como arabidopsis,
tomate, tabaco (Nicotiana spp.), girasol (Helianthus annuus L.), cebada (Hordeum
vulgare L.), y avenas (Avena sativa L. y A. fatua), donde se compararon fenotipos
contrastantes en su dormicion o mutantes con alteraciones en la sintesis, degradacion
y sensibilidad a estas hormonas. Para algunos autores, la dormicién de las semillas
estaria dictado por la relacion ABA:GAs, tanto en su contenido endogeno en
imbibicion como la sensibilidad de los embriones a estas hormonas (Finch-Savage y
Leubner-Metzger, 2006). Sin embargo, el numero de especies donde se ha
comprobado este modelo de regulacion es escaso, y ademds presentan un nivel de

dormicion bajo en comparacion con especies silvestres (Cohn, 1996, Bewley, 1997).

El ABA resulta determinante en el desarrollo de la semilla, porque promueve la
acumulacion de reservas y la adquisicion de la tolerancia a la desecacion, a la vez

que no permite al embrion continuar su crecimiento (Kermode, 2005). Se ha



asociado el contenido de ABA endogeno durante el desarrollo con la dormicion
inicial que presentan las semillas al momento de ser cosechadas, conocida como
dormicion primaria. Por ejemplo, mutantes aba de arabidopsis (deficientes en la
sintesis de ABA) no presentan dormicion en sus semillas maduras (Hilhorst, 1995).
Aunque el contenido de ABA endogeno en semillas secas no se correlaciona con la
dormicion expresada, las semillas durmientes de diversas especies sintetizan de novo
la hormona una vez puestas en imbibicion (Le Page-Degivry y Garello, 1992,
Jacobsen et al., 2002, Ali-Rachedi et al., 2004, Benech-Arnold et al., 2006). Mientras
tanto, semillas no durmientes degradan el ABA enddgeno al ser puestas en
imbibicion. Se ha registrado mayor expresion del gen que codifica la ABA 8§'-
hidroxilasa (enzima que degrada ABA) en semillas no durmientes de arabidopsis y
cebada, permitiendo el descenso en el contenido de ABA endogeno (Millar et al.,

2006).

Sin embargo, en otras especies se ha sugerido que el contenido de ABA enddgeno no
estaria asociado con el nivel de dormicion. No se registraron diferencias en el ABA
enddgeno entre semillas durmientes y no durmientes embebidas de Lolium rigidum
Gaud. (Goggin et al., 2009), ni entre cariopsis de arroz rojo (Oryza sativa L. f.
spontanea Roshev.) con diferentes niveles de dormicion (Gianinetti y Vernieri,
2007). Tampoco se logra una disminucion en la dormicién de semillas de
Amaranthus tuberculatus (Moq.) J.D. Sauer al utilizar inhibidores de la sintesis de
ABA (Leon et al., 2007). Estas especies presentan dormicion mas profunda, la cual
requiere de condiciones particulares para lograr germinar. A partir de estos
resultados, se ha postulado la existencia de factores especificos de la dormicion atn
no descubiertos, con los cuales el ABA interactuaria modulando la respuesta
(Gianinetti y Vernieri, 2007), a la vez que concluyen que el ABA endogeno
participaria en el control de la germinacion, pero no incidiria sobre el nivel de la

dormicién (Leon et al., 2007, Goggin et al., 2009).

Por otra parte, si el ABA es aplicado exdgenamente, la hormona no incide sobre el
nivel de dormicion (Le Page-Degivry y Garello, 1992, Hilhorst, 1995). Las semillas

muestran mayor inhibicidn de la germinacion ante concentraciones mayores de ABA
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exodgeno y este efecto se anula al trasladar las semillas a un sustrato sin ABA. La
hormona evita la germinacion al mantener baja la extensibilidad de las paredes del
embrion (Schopfer y Plachy, 1984, 1985). Evaluar la respuesta germinativa ante
concentraciones crecientes de ABA es conocido como sensibilidad al ABA. Se ha
demostrado que semillas con mayor nivel de dormicidon presentan una inhibicion de
la germinacion a concentraciones de ABA menores que las requeridas para inhibir la
germinacion de semillas sin dormicién, tanto en especies modelo (Walker-Simmons,
1987, Romagosa et al., 2001) como en especies silvestres (Gianinetti y Vernieri,
2007, Goggin et al., 2009). Por tanto, se ha sefialado a la sensibilidad al ABA como
indicador del nivel de dormicion para una poblacion de semillas (Finch-Savage y

Leubner-Metzger, 2006).

Las GAs son conocidas por promover la germinacion de varias especies. Actian
incrementando el potencial de crecimiento del embrion y debilitando los tejidos que
lo envuelven (Bewley, 1997). Debido a que mutantes de arabidopsis con alteracion
en la sintesis de GAs presentan problemas para germinar, se ha inferido que estas
hormonas inciden sobre la disminucion en el nivel de dormicién (Kermode, 2005,
Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006). Sin embargo, existen evidencias en
semillas de cebada, arabidopsis, Avena fatua y Sisymbrium officinale (L.) Scop.,
donde no se registr6 una relacion entre la dormicion y el contenido de GAs endogeno
(Derkx y Karssen, 1993a, 1993b, Fennimore y Foley, 1998, Jacobsen et al., 2002).
Estos autores concluyen que las GAs participarian en la germinacion, pero no sobre

el nivel de dormicidn.

1.B.4. Caracteristicas ecofisiolégicas de la dormicion

En regiones templadas, las semillas que forman parte del banco del suelo germinan
mostrando una periodicidad estacional dependiendo de la especie, el ciclo de vida
(anual o perenne) y la adaptacion al clima (Baskin y Baskin, 2000). La causa de la
emergencia estacional se debe a la variacion del nivel de dormicion durante el afio
(Benech-Arnold et al., 2000). Para entender esto, supongamos que las semillas se

dispersan de la planta madre con un alto nivel de dormicioén. Este nivel inicial va
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disminuyendo por determinados factores ambientales hasta que alcanza un bajo nivel
de dormicion. Pero si la semilla no logra germinar, puede volver a imponerse una
dormicién ya estando dispersa, conocida como dormicién secundaria, si existen

factores de ambiente que induzcan este proceso (Batlla y Benech-Arnold, 2010).

Otro aspecto a destacar es que el nivel de dormicion hace referencia a una poblacién
de semillas. Dentro de una poblacién puede encontrarse variabilidad en el nivel de
dormicion de cada semilla que compone el lote, mostrando una distribucion que se
asemejaria a una normal (Bradford, 2002). Esta variacion seria mayor en especies
silvestres que en domesticadas (Batlla y Benech-Arnold, 2010). Basados en que la
dormicidn es un fendémeno poblacional, se han desarrollado modelos de umbral con
base poblacional, los cuales han demostrado ser un marco adecuado para inferir el
nivel de dormicion de una poblacion de semillas y pronosticar su emergencia a
campo (Chantre et al., 2009, Meyer y Allen, 2009, Batlla y Benech-Arnold, 2010).
Un ejemplo de estos es el modelo hidrotermal, el cual propone que la tasa de
germinacion es proporcional al valor de temperatura y humedad del suelo que supera
(o se aparta de) los valores de umbral establecidos para esa poblacion (Bradford,

2002).

En definitiva, el nivel de dormiciéon de una poblacion de semillas no es fijo y se
puede modificar por factores que afectan el nivel de dormicion. Como ya se
menciond en [.B.1., no hay una forma directa de medir el nivel de dormicion, pero se
pueden apreciar cambios o diferencias al ensayar la germinacioén de las semillas en
un rango de temperaturas, potenciales hidricos o factores que terminan la dormicioén

(o promueven la germinacion, dependiendo del autor).
I.B.4.a. Factores que afectan el nivel de dormicién

El nivel de dormicion inicial se define al final del desarrollo sobre la planta madre.
Existe una influencia del genotipo, debido a que es una caracteristica heredable que
estd bajo control multigénico, por ejemplo: se han detectado QTLs asociados a la
dormicién en arabidopsis (Bentsink y Koornneef, 2011) y en cebada (Li et al., 2003,

Castro et al., 2010). Al igual que otras caracteristicas cuantitativas, el nivel de
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dormicion inicial es afectado por factores ambientales como la temperatura, el
fotoperiodo, la calidad de luz y el estatus nutricional e hidrico durante el desarrollo
(Roach y Wulff, 1987, Fenner, 1991). La temperatura seria el factor de mayor
importancia: se ha reportado que altas temperaturas durante el desarrollo resultan en
niveles de dormicion mas bajos en diversas especies (Baskin y Baskin, 2000). Dada
la influencia del genotipo y del ambiente sobre la dormicidn, es probable que exista
variabilidad intra-especifica e intra-poblacional. Milberg y Andersson (1998)
demostraron diferencias en el comportamiento germinativo entre poblaciones en 23
de 33 especies de malezas evaluadas, y en algunos casos pueden encontrarse
diferencias dentro de poblaciones tan grandes como entre poblaciones (Jones y
Nielson, 1999). Muchas veces estas diferencias estan relacionadas con factores
ecoldgicos y evolutivos. Ecotipos de regiones con altas precipitaciones (1500 mm
anual) de Digitaria milanjiana (Rendle) Stapf. presentaron baja dormicion, mientras
que ecotipos de regiones con bajas precipitaciones (630 mm) presentan mayor nivel

de dormicion (Hacker, 1984).

Las semillas maduras, una vez dispersadas de la planta madre, pueden presentar una
disminucién en su nivel de dormiciéon conocida como posmaduracion, que depende
de las condiciones ambientales y del genotipo (Foley, 2001). Sin embargo, si las
condiciones ambientales no son las adecuadas, se promovera el proceso inverso, o
sea, la induccion de dormicidon secundaria (Batlla y Benech-Arnold, 2010). En
diversas especies, se ha promovido la posmaduracion al colocar las semillas en
condiciones frias y humedas durante semanas, tratamiento conocido como
estratificacion en frio (chilling), o en condiciones secas y calidas durante meses,
conocido como posmaduracion en seco (dry after-ripening) (Bewley y Black, 1994).
A pesar de ser condiciones contrastantes, se ha reportado que tanto la estratificacion
en frio como la posmaduracion en seco lograron disminuir la dormicion en diversas
especies, entre ellas arabidopsis y en Panicum virgatum L., especie graminea estival

(Derkx y Karssen, 1993b, Sarath y Mitchell, 2008).

La posmaduracion en seco se puede lograr mediante el almacenamiento de las

semillas en un lugar con baja humedad. En este ambiente, temperaturas mas altas
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aceleran la posmaduracion, mientras que las bajas temperaturas mantienen el nivel de
dormicion inicial (Zarnstroff et al., 1994, Allen et al., 1995, Kalmbacher et al.,
1999), aunque el contenido de agua de las semillas debe encontrarse dentro de
determinado rango (entre 7 y 22 % en Avena fatua) (Foley, 1994). Atn no esta claro
como es que sucede la posmaduracion en seco. Se ha sugerido la participacion de
reacciones oxidativas no enzimadticas, pero también se ha comprobado que existen
cambios en la expresion de genes asociados a la dormicidon en semillas posmaduradas
(Li y Foley, 1996, Carrera et al., 2008, Holdsworth et al., 2008). Por otra parte, la
estratificacion en frio se lleva a cabo en temperaturas entre 1 y 10 °C, y en algunos
casos hasta 15 °C, y estas condiciones disminuyen el nivel de dormicion (Bewley y
Black, 1994). Mientras tanto, la estratificacion a temperaturas mayores provocan una
induccién de la dormicion secundaria (Batlla y Benech-Arnold, 2010), excepto casos
particulares, como Acanthocarpus preissii Lehm. cuyas semillas requieren una
estratificacion de siete semanas con temperaturas calidas (18 / 33 °C en alternancia)
para lograr un bajo nivel de dormicion (Turner et al., 2006). El mecanismo de cémo
la estratificacion provoca posmaduracion se ha estudiado so6lo para los casos de
estratificacion en frio y se lo vincula con promover la sintesis de GAs (Holdsworth et

al., 2008).
1.B.4.b. Factores que terminan la dormicién o inducen la germinacion

Exponer las semillas a la luz, a un sustrato con nitrato o a una alternancia de
temperaturas provoca un incremento de la germinacion. Para algunos autores, la
presencia de estos factores terminan la dormicién (Benech-Arnold et al., 2000),
mientras que otros afirman que promueven la germinacion (Vleeshouwers et al.,
1995). A pesar de esta discusion, hay consenso en la relacion entre estos factores y el
nivel de dormicion: semillas con mayor sensibilidad a factores que inducen la
germinacion determina un nivel de dormicion menor de la poblacion en estudio, y
viceversa (Benech-Arnold et al., 2000). En una visién ecoldgica, la presencia de
estos factores le brindan a las semillas informacién sobre si su microambiente
inmediato es favorable para la germinacion (Finch-Savage y Leubner-Metzger,

2006).
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La luz y el nitrato son factores que incrementan la germinacién, y en especies como
arabidopsis (Derkx y Karssen, 1994, Alboresi et al., 2005) y Sisymbrum officinale
(Derkx y Karssen, 1993a) se demostraron cambios en la respuesta germinativa ante
estos factores segun el nivel de dormicion de las semillas. Se conoce que la luz
promueve la germinacién a través de los fitocromos por medio de respuestas de baja
y muy baja fluencia (LFR y VLFR) (Casal y Sanchez, 1998), mientras que se ha
propuesto que el nitrato la promueve por interactuar con los fitocromos (Batak et al.,
2002) o por producir 6xido nitrico, el cual se ha vinculado con el control de la
germinacion (Sarath et al., 2006, El-Maarouf-Bouteau y Bailly, 2008). Por otra parte,
varias especies requieren alternancia de temperaturas para germinar (Williams, 1983,
Baskin y Baskin, 2000). Un nivel de dormicién bajo estd asociado a menores
requerimientos de temperaturas alternantes para promover la germinacion, en
términos de las caracteristicas de cada ciclo (temperatura méaxima y minima,
amplitud, velocidad del pasaje) y en el nimero de ciclos necesarios (Benech-Arnold
et al., 2000). Los tratamientos que provocan posmaduracion han resultado en
semillas con menores requerimientos de temperaturas alternantes en Sorghum
halepense (L.) Pers. (Benech-Arnold et al., 1990) y Lolium rigidum (Goggin et al.,
2009). También, se notaron requerimientos de temperaturas alternantes diferentes al

comparar genotipos con distintos niveles de dormicion (Leon et al., 2007).

En diversas especies herbaceas, se recomienda un corto periodo de imbibicion (pre-
imbibicion) en bajas temperaturas y oscuridad, conocido como “pre-chilling”, lo cual
permite un incremento en la germinacion en condiciones inductivas posteriores. Para
semillas de gramineas estivales se recomienda 14 dias en temperaturas dentro de un
rango de 4 a 10 °C (Taylorson, 1975, Williams, 1983, Zarnstroff et al., 1994, Sarath y
Mitchell, 2008), mientras que para arabidopsis s6lo se requiere una semana a 4 °C
(Derkx y Karssen, 1993b). En algunos casos, se lograron mejores resultados en
temperaturas templadas que frias, como lo reportado en semillas de Andropogon
gerardii Vitman, que con una pre-imbibiciéon de 2 dias a 17 °C mostraron mayor
emergencia a campo que con el “pre-chilling” recomendado (14 dias, 4 °C)

(Beckman et al., 1993). A pesar de que este tratamiento es una estratificacion de
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corta duracién, no se ha desarrollado una discusion sobre si la germinacion se
incrementa porque se modifica el nivel de dormicidn, o simplemente se promueve la
germinacion. Existen evidencias donde los tratamientos de pre-imbibicion logran
emular el efecto promotor de la germinacién de la luz y de las temperaturas
alternantes por separado (Williams, 1983, Schrauf et al., 1995), y otras donde la
respuesta germinativa al pre-chilling se increment6 ante factores que promueven la

disminucién del nivel de dormicién (Glison et al., 2011).
I.C. OBJETIVOS

1.C.1. Objetivo general

Estudiar el comportamiento germinativo y la dormicion por cubiertas de semillas de
diferentes genotipos de P. dilatatum, que representan a la diversidad genética natural
de la especie, para identificar si existe variabilidad intra-especifica en las
caracteristicas fisiolégicas mencionadas, para obtener informacion que pueda ser util

para el proceso de domesticacion.

1.C.2. Objetivos especificos

Estudiar la variabilidad en el comportamiento germinativo entre semillas de dieciséis
genotipos de P. dilatatum, evaluando la respuesta germinativa a dos tratamientos de
pre-imbibicion ya ensayados en la especie (pre-chilling y a 20 °C) como factores que
promueven la germinacion, y la respuesta de éstos al tiempo de almacenamiento en
seco y al momento de cosecha de las semillas como factores que provocan

posmaduracion (Capitulo II).

Estudiar si existen diferencias entre siete genotipos de comportamientos
germinativos contrastantes en el grado de incidencia de las cubiertas sobre la
germinacion y la imbibicioén de las semillas, utilizando semillas con escarificacion
acida y con la extracciéon manual de la lema. Ademas, se determinara si dicha
incidencia se modifica ante la posmaduracion provocada por el almacenamiento en

seco (Capitulo III).
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1. LA VARIABILIDAD EN EL COMPORTAMIENTO GERMINATIVO DE
SEMILLAS DE PASPALUM DILATATUM POIR. ES DEPENDIENTE DEL
GENOTIPO.*
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II.LA. RESUMEN

Paspalum dilatatum Poir. es una graminea estival de interés forrajero, pero sus
semillas presentan baja germinacion lo cual limita su adopcion. Sin embargo, la
variabilidad en el comportamiento germinativo para esta especie no ha sido analizada
sistematicamente. Las semillas de Paspalum spp. presentan dormicion, y existen
tratamientos efectivos para levantarla, como el almacenamiento en seco y la pre-
imbibicion. El momento de cosecha también incide en la dormicién de las semillas.
En este trabajo, se evalu6 la respuesta germinativa de semillas de dieciséis genotipos
de P. dilatatum, que representan la variabilidad genética natural conocida para la
especie, a tres tratamientos de pre-imbibicion (a 5 y 20 °C, y sin pre-imbibicion), y

tres tiempos de almacenamiento (0, 3 y 6 meses). Se evaluaron tres momentos de

* El formato de las citas y referencias bibliograficas del presente capitulo se adecua a lo requerido en

la revista Agrociencia.
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cosecha (otonio 2011, verano 2012 y otofio 2012) para cada genotipo. La pre-
imbibicion a 20 °C mostr6d porcentajes de germinacion mayores al 80 % para todos
los genotipos. Estas proporciones resultaron iguales o mayores a las registradas con
pre-imibibicion a 5 °C, sugiriendo que el frio no seria un factor esencial para
terminar la dormicién. Hubo un incremento en la respuesta germinativa con
almacenamientos mas prolongados para la mayoria de los genotipos, mientras que
otros no mostraron ningun efecto. Los biotipos Virasoro y Chiru registraron un
comportamiento germinativo diferente, mostrando mayor germinacidén en ausencia
de pre-imbibicién. Los resultados sugieren que es posible seleccionar por
caracteristicas germinativas y que las condiciones Optimas para la germinacion deben

ajustarse segun el genotipo.

Palabras claves: biotipos de P. dilatatum, dormicion de semillas, pre-chilling,

posmaduracion, domesticacion de cultivos

Variability in germination behaviour of Paspalum dilatatum Poir. seeds is

genotype dependent.
I1.B. SUMMARY

Paspalum dilatatum Poir. is well known summer forage grass, but has low
seed germination which hinders its adoption. However, variability in germination
behaviour for this species has never been systematically analyzed. Seed dormancy
was proposed to occur in Paspalum spp. seeds, and treatments such as dry storage
and cold or warm pre-imbibition were reported effective to relieve or break seed
dormancy. Initial seed dormancy level is also known to change according the harvest
date. In the present work, seed germination responses were studied for sixteen P.
dilatatum genotypes, representing its known natural genetic variability, to three pre-
imbibition treatments (at 5 and 20 °C, and without pre-imbibition), and considering
three times of seed storage (0, 3 and 6 months). Three harvest dates (fall 2011,
summer 2012 and fall 2012) were evaluated for each genotype. Pre-imbibition at 20
°C showed average germination percentages higher than 80% for all biotypes. These

rates were equal or higher than those observed after pre-imbibition at 5 °C,
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suggesting that cold are not an essential factor to break dormancy. There was an
increase in germinative response to longer storage in all the genotypes, except some
biotypes that showed no effect. Virasoro and Chirti biotypes showed different
germinative behaviour with higher germination rates of untreated freshly harvested
seeds. These results suggest that selection can be practised for seed germination traits

and that optimal germination conditions should be adjusted for individual genotypes.

Keywords: P. dilatatum biotypes, seed dormancy, pre-chilling, after-ripening, crop

domestication.
11.C. INTRODUCCION

Las especies silvestres o en estados iniciales del proceso de domesticacion
frecuentemente presentan dormicion de semillas, lo cual impide una emergencia de
plantines uniforme (Gepts, 2004). El conocimiento de los factores que levantan la
dormicion puede ser ttil para facilitar la adopcion de un nuevo cultivo (Adkins et al.,
2002). Ademas, las especies silvestres poseen una importante variabilidad para esta
caracteristica (Baskin y Baskin, 2000), que debe ser tenida en cuenta durante la etapa
inicial de seleccion para escoger el biotipo mas adecuado para la domesticacion. Sin
embargo, no son habituales los trabajos sobre las respuestas germinativas
relacionadas a la variabilidad genética natural que presenta una especie pre-
domesticada. Diversas gramineas estivales que son cultivadas para forraje,
particularmente de la tribu Paniceae, todavia muestran caracteristicas de dormicion
que son similares a sus formas salvajes (Adkins et al., 2002). Entre éstas, el género
Paspalum contiene varias especies con potencial forrajero y diferentes grados de

domesticacion.

Paspalum dilatatum Poir. es una graminea estival perenne, propuesta frecuentemente
como forrajera para regiones templadas, porque presenta crecimiento Optimo a
temperaturas calidas (Pearson y Shah, 1981), pero muestra tolerancia a las heladas,
sequias e inundaciones (Loreti y Oesterheld, 1996, Campbell et al., 1999), que la
convierten en un cultivo forrajero con el potencial adecuado para regiones donde las

condiciones invernales son demasiado severas para otras gramineas estivales
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forrajeras. Sin embargo, presenta una importante limitante en el bajo establecimiento,
atribuido a una baja germinacion (Schrauf et al., 1995). Se ha reportado variabilidad
genética natural en su area de origen (sureste de America del Sur), que incluye al
biotipo pentaploide apomictico “comun” (Burson, 1991), tetraploides sexuales
(Hickenbick, 1992, Speranza, 2009), hexaploides apomicticos y otras formas
geograficamente restringidas (Burson, 1991, Speranza, 2009). Recientemente, se ha
reportado variabilidad genética dentro del biotipo pentaploide (Machado et al., 2005,
Speranza, 2005a). Existen evidencias que demuestran diferencias fenotipicas entre
los biotipos, incluyendo el tamafo de tallos e inflorescencias (Garcia et al., 2007), la
produccion de forraje y la tolerancia al pastoreo (Venuto et al., 2003). Del mismo
modo, se han reportado diferencias entre algunos biotipos en el porcentaje de
semillas viables y en el comportamiento germinativo (Souza-Chies y Cavalli-Molina,

1995, Tischler y Burson, 1999).

La dormicién de las semillas se ve modificada por factores de ambiente que
interaccionan con el genotipo. El nivel inicial de la dormicion de las semillas puede
cambiar segun el momento de cosecha, debido a diferencias en el ambiente durante
el desarrollo de la semilla (Fenner, 1991). P. dilatatum libera semillas viables
durante el verano y el otofio (Pizarro, 2000), y se han reportado diferencias en el
comportamiento germinativo entre semillas colectadas en diferentes fechas (Tischler
y Burson, 1999). Se han propuesto varios tratamientos para levantar o terminar la
dormicién en semillas de Paspalum spp., como ser: escarificacion acida y mecanica,
luz y temperaturas alternantes (Fulbright y Flenniken, 1988, West y Marousky, 1989,
Schrauf et al., 1995). El almacenamiento en seco resultd efectivo para incrementar la
germinacion de semillas de P. notatum Fliiggé (Maeda et al., 1997) y P. atratum
Swallen. (Kalmbacher et al., 1999). El almacenamiento causa posmaduracion en
varias especies (Foley, 2001), el cual se refleja en una mayor sensibilidad a factores
que terminan la dormicién o inducen la germinacion (Batlla y Benech-Arnold, 2010).
La pre-imbibicién en frio (pre-chilling) fue propuesta como un tratamiento que
termina la dormicion en P. dilatatum (Johnston y Miller, 1964, Schrauf et al., 1995),

y en otras paniceas, como Panicum virgatum L. (Zarnstroff et al., 1994), Andropogon
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gerardi Vitman (Beckman et al., 1993) y Sorghastrum nutans (L.) Nash (Hsu et al.,
1985). Sin embargo, se han observado resultados donde el pre-chilling no promueve
la germinacion en semillas de P. atratum (Kalmbacher et al., 1999). Por otra parte,
Schrauf et al. (1995) no registraron diferencias entre una pre-imbibicion en frio y
otra con temperaturas mas calidas. En el presente trabajo, se estudio si existen
diferencias en la respuesta germinativa entre genotipos seleccionados de P. dilatatum
que representan la variabilidad genética natural de la especie. Para esto, se ensayaron
tratamientos de pre-imbibicion comunmente recomendados (frio y templado), y se
analizo la respuesta germinativa ante incrementos en el tiempo de almacenamiento y
su interaccion con los diferentes genotipos. También, se evaluaron los efectos de tres

fechas de cosecha sobre el comportamiento germinativo.
I1.D. MATERIALES Y METODOS

11.D.1. Material vegetal, cosecha de semillas y condiciones de almacenamiento

Las plantas de dieciséis genotipos de P. dilatatum se obtuvieron a partir de semillas
del Banco de Germoplasma de la Facultad de Agronomia (Universidad de la
Republica, Uruguay), representando la variabilidad genética natural reportada por
Speranza (2005a y 2005b). La coleccién incluyd varios clones pentaploides
apomicticos, los biotipos hexaploides Chirt y Uruguaiana, y una linea pura de los
biotipos sexuales Virasoro y ssp. flavescens (Tabla II.1). Cinco plantas individuales
por genotipo fueron cultivadas en macetas (22 cm de didmetro, 19 cm de
profundidad) dentro de un inverndculo de Facultad de Agronomia (Montevideo,
Uruguay) durante tres afios (2009 al 2012). Las semillas se cosecharon en marzo -
abril de 2011 (otofio 2011), en enero de 2012 (verano 2012) y en abril de 2012
(otofio 2012), se limpiaron con una sopladora y se seleccionaron a mano para
descartar espiguillas vacias o con esclerocios de Claviceps, para luego almacenarlas
en sobres de papel dentro de una cédmara cerrada en oscuridad y sin control de
temperatura. Se muestrearon semillas de cada lote a cero (recién cosechadas), tres y

seis meses de almacenamiento. Se registrd la temperatura promedio de los seis meses
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de almacenamiento para cada momento de cosecha, resultando 21 y 19 °C para otofio

2011 y 2012, respectivamente, y 26 °C para verano 2012.

Tabla II.1: Lista de genotipos de P. dilatatum seleccionados con su nivel de ploidia,
forma de reproduccion e identificacion de la sub-especie o biotipo
correspondiente. Para los clones pentaploides, se especifica el grupo genético
al cual corresponden, segun Speranza (2005b). Los grupos a, b y ¢ son clones
recombinantes, mientras que d son variantes mutacionales del clon “comun”.

. 1 .y . . _ Grupo
Etiquetas Ploidia Reproduccién Especie / sub-especie / biotipo genético
al0s8 2n=5x  Apomictico P. dilatatum ssp. dilatatum a
all3 2n=>5x  Apomictico P. dilatatum ssp. dilatatum a
a62-8 2n=>5x  Apomictico P. dilatatum ssp. dilatatum a
b59A 2n=>5x  Apomictico P. dilatatum ssp. dilatatum b
b67 2n=>5x  Apomictico P. dilatatum ssp. dilatatum b
b73-7 2n=>5x Apomictico P. dilatatum ssp. dilatatum b
c19-1 2n=>5x  Apomictico P. dilatatum ssp. dilatatum c
c33-1 2n=>5x Apomictico P. dilatatum ssp. dilatatum c
c44 2n=>5x  Apomictico P. dilatatum ssp. dilatatum
dit1 2n=>5x  Apomictico P. dilatatum ssp. dilatatum d
d58-2 2n=>5x  Apomictico P. dilatatum ssp. dilatatum d
ds9C 2n=>5x  Apomictico P. dilatatum ssp. dilatatum d
ssp. flavescens 2n = 4x Sexual P. dilatatum ssp. flavescens
Virasoro 2n = 4x Sexual P. dilatatum biotipo Virasoro
Chira 2n=6x  Apomictico P. dilatatum biotipo Chirti
Uruguaiana 2n=6x Apomictico P. dilatatum biotipo Uruguaiana

11.D.2. Ensayos de germinacién y tratamientos de pre-imbibicion

Para cada réplica, fueron utilizadas treinta semillas, con tres réplicas para cada
tratamiento. La germinacion se llevo a cabo sobre papel de filtro humedecido, dentro
de placas plasticas de Petri de 10 cm. Inicialmente, el papel de filtro fue humedecido
con una solucién de 0,02 M de KNOs (0,2 % m/v) y luego con agua destilada cuando
fue necesario durante la incubacion. Los tratamientos de pre-imbibicién en frio (5

°C) se realizaron colocando las placas de Petri con las semillas humedecidas dentro
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en un refrigerador por 7 dias en oscuridad. Los tratamientos de pre-imbibicion
templada (20 °C) se realizaron colocando las placas de Petri con las semillas
humedecidas en una cdmara con temperatura controlada durante 7 dias en oscuridad.
Luego, las placas de Petri fueron transferidas a una camara de incubacion con luz
fluorescente (15 — 20 umol.m™.s™), a 32 °C constante durante 14 dias, de acuerdo a
lo efectuado por Maeda et al. (1997). Los tratamientos sin pre-imbibicidon se
realizaron colocando las placas de Petri con las semillas humedecidas directamente
dentro de la cdmara de incubacion. Al final de cada ensayo de germinacion, las
semillas que no germinaron fueron sometidas al test de tetrazolio para evaluar su
viabilidad, de acuerdo a Maeda et al. (1997), y se calcularon los porcentajes de
viabilidad al sumar la proporcion de semillas germinadas con la proporcion de

semillas no germinadas positivas al tetrazolio.

Para comparar el tratamiento de pre-imbibicioén a 20 °C con condiciones Optimas de
germinacion, como las sugeridas en las reglas ISTA (1999), semillas recién
cosechadas de los lotes de verano 2012 de cuatro clones pentaploides divergentes
(a62-8, b67, c33-1, d58-2), de los biotipos Virasoro y Chirt, y de la ssp. flavescens
fueron puestas a germinar en temperaturas alternantes (20 / 35 °C, oscuridad / luz)
durante 14 dias, al mismo tiempo que se llevaban a cabo los ensayos con pre-

imbibicion a 20 °C.

11.D.3. Anélisis estadistico

Se us6 un disefio de parcelas divididas con analisis factorial para cada momento de
cosecha, donde los tratamientos de pre-imbibicion, el tiempo de almacenamiento y su
interaccion fueron los tratamientos principales, mientras que las sub-parcelas fueron
los genotipos y las interacciones con los tratamientos principales. Para analizar el
efecto del momento de cosecha, se utiliz6 el mismo disefo substituyendo al tiempo
de almacenamiento por el momento de cosecha. Los datos fueron analizados usando
el procedimiento GENMOD (SAS 9.2, SAS Inst.) con la proporcion de semillas
germinadas como variable de respuesta, utilizando “Logit” como funciéon link. A

través de contrastes ortogonales, disenados para cada genotipo, se compararon las
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respuestas germinativas a los tratamientos de pre-imbibicion entre los tiempos de
almacenamiento dentro de cada momento de cosecha y entre los momentos de

cosecha para semillas recién cosechadas y con seis meses de almacenamiento.
Il.LE. RESULTADOS

Hubo un efecto de los tratamientos de pre-imbibicion sobre la germinacion para la
mayoria de los genotipos para los tres momentos de cosecha evaluados (p < 0,05).
Los mayores porcentajes de germinacion (> 80 %) se obtuvieron con la pre-
imbibicion a 20 °C en casi todos los genotipos y tiempos de almacenamiento,
mientras que se registraron proporciones variables para la pre-imbibicion en frio,
resultando menores para semillas recién cosechadas que para semillas con mayor
tiempo de almacenamiento (Figura II.1, 1.2 y IL.3). En tanto, los porcentajes de
germinacion mas bajos fueron registrados en el tratamiento sin pre-imbibicion para
los clones pentaploides, la ssp. flavescens y el biotipo Uruguaiana, mientras que el
biotipo Virasoro registrdo 49 % de germinacion promedio con el mismo tratamiento.
Por otra parte, el biotipo Chirti no mostr6 diferencias entre los tratamientos de pre-
imbibicion en ninguna ocasion, registrando siempre altos porcentajes de germinacion

(> 60 %).

Hubo diferencias estadisticas entre tratamientos de pre-imbibicion y tiempos de
almacenamiento en la viabilidad de las semillas determinada al final de los ensayos
de germinacion (p < 0,05). En los tratamientos sin pre-imbibicién se observd una
tendencia a presentar menores porcentajes de viabilidad que con tratamientos de pre-
imbibicion, aunque estas diferencias nunca fueron superiores al 6 %. Sin embargo, en
casi todos los ensayos se obtuvieron altos porcentajes de viabilidad promedio (> 80
%). En algunos pocos casos se registraron diferencias entre genotipos (p > 0,05). Los
biotipos sexuales y Chirti mostraron frecuentemente proporciones de semillas viables
mayores al 90 %, mientras que las menores proporciones fueron registradas en
algunos clones pentaploides cosechados en otofio 2011, como ser: c44, b73-7 y ¢19-1
(86, 85 y 82 % respectivamente) No hubo correlacion entre los porcentajes de

germinacion y los de viabilidad.
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Figura II.1: Porcentaje de germinacion de 15 genotipos de P. dilatatum, de semillas
cosechadas en otofio 2011 con O (recién cosechadas), 3 y 6 meses de
almacenamiento en seco, ante tres tratamientos de pre-imbibicidon: pre-
imbibicion templada (7 d, 20 °C), triangulos vacios; pre-imbibicion en frio (7 d,
5 °C), tridngulos llenos; sin pre-imbibicidon, cuadrados vacios. Las lineas
verticales representan los limites de confianza al 95 %. No hubo datos para el
biotipo Uruguaiana, porque su produccion de semillas no fue suficiente. Los
simbolos faltantes se debieron a fallas en los ensayos.
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Figura I1.2: Porcentaje de germinacion de 16 genotipos de P. dilatatum, de semillas
cosechadas en verano 2012 con O (recién cosechadas), 3 y 6 meses de
almacenamiento en seco, ante tres tratamientos de pre-imbibicidon: pre-
imbibicion templada (7 d, 20 °C), tridngulos vacios; pre-imbibicién en frio (7 d,
5 °C), tridngulos llenos; sin pre-imbibicion, cuadrados vacios. Las lineas
verticales representan los limites de confianza al 95 %.
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Figura I1.3: Porcentaje de germinacion de 16 genotipos de P. dilatatum, de semillas
cosechadas en otofio 2012 con 0O (recién cosechadas), 3 y 6 meses de
almacenamiento en seco, ante tres tratamientos de pre-imbibicidon: pre-
imbibicion templada (7 d, 20 °C), tridngulos vacios; pre-imbibicién en frio (7 d,
5 °C), tridngulos llenos; sin pre-imbibicion, cuadrados vacios. Las lineas
verticales representan los limites de confianza al 95 %. n.d.: datos de 3 meses
de almacenamiento ausentes por una baja produccion de semillas de estos
genotipos para este momento de cosecha.
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El tiempo de almacenamiento afectd la respuesta germinativa de varios genotipos en
todos los momentos de cosecha evaluados (p < 0,05). Para las semillas cosechadas en
otonio 2011, hubo un incremento en la respuesta germinativa para todos los clones
pentaploides (excepto para c44) y la ssp. flavescens entre 0 y 3 meses de almacena-
miento (Tabla II.2), debido principalmente a una mayor respuesta al tratamiento de
pre-imbibicion en frio (Figura II.1). No se registraron diferencias en los contrastes
entre 3 y 6 meses en la mayoria de los genotipos. El biotipo Virasoro no mostro
cambios significativos en la respuesta germinativa ante tiempos de almacenamiento
mayores (Tabla I1.2). Por otra parte, Chirt registré una disminucion en la respuesta
germinativa entre 0 y 6 meses, manteniendo porcentajes de germinacién mayores al
60 % (Figura II.1). Para las semillas cosechadas en verano 2012, se registraron
incrementos en la respuesta germinativa entre todos los tiempos de almacenamiento
evaluados para todos los clones pentaploides (excepto c44 y b67) y el biotipo
Uruguaiana (Tabla II.2), debido a un aumento en la respuesta a la pre-imbibicion en
frio entre 0 y 3 meses y a un aumento en la germinacion con el tratamiento sin pre-
imbibicion entre 3 y 6 meses (Figura I1.2). Para ssp. flavescens y biotipo Virasoro no
hubo diferencias en la respuesta germinativa entre 0 y 3 meses, pero si la hubo entre
3 y 6 meses. El biotipo Chirti mantuvo porcentajes de germinacién mayores al 80 %,
aunque mostr6 una leve disminucion en su respuesta germinativa entre 3 y 6 meses
(Tabla II.2). Por ultimo, se registraron incrementos en la respuesta germinativa a los
6 meses de almacenamiento para semillas de los pentaploides cosechados en otofio
2012, excepto para b59A y b73-7 (Tabla I1.2). En all3, c44, d58-2 y d59C el
incremento se registro en los primeros 3 meses de almacenamiento, mientras que los
restantes mostraron incrementos entre 3 y 6 meses, o s6lo a los 6 meses.
Nuevamente, los incrementos en la respuesta germinativa se debieron a mayor
germinacion en los tratamientos de pre-imbibicion en frio y sin pre-imbibicidon
(Figura I1.3). Los biotipos Chirtl y ssp. flavescens no mostraron diferencias con el
almacenamiento, mientras que el biotipo Virasoro registr6 una disminuciéon en su
respuesta germinativa entre 0 y 3 meses, pero manteniendo porcentajes de
germinacion mayores al 40 % con el tratamiento sin pre-imbibicion. El biotipo

Uruguaiana presentd un incremento en la respuesta germinativa entre 0 y 3 meses,
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debido a un aumento en la respuesta a la pre-imbibicion a 20 °C porque las semillas
recién cosechadas mostraron los més bajos porcentajes de germinacion para este

tratamiento (Figura I1.3).

Tabla I1.2: Incrementos (I) o disminuciones (D) estadisticamente significativos
(p<0,05) en las respuestas germinativas a los tratamientos de pre-imbibicion
para cada genotipo de P. dilatatum evaluado, entre los diferentes meses de
almacenamiento en seco (0, 3 y 6), testeado por contrastes ortogonales.

otofio 2011 verano 2012 otoflo 2012
comparacion comparacion comparacion
almacenamiento almacenamiento almacenamiento

Genotipo Ovs3 Ovs6 3vsb6 Ovs3 Ovs6 3vs6 Ovs3 Ovs6 3vsb

al0s8 | | NS | | | n.d. | n.d.
all3 1 | NS | | | | | NS
a62-8 | | NS | | | NS | NS
b59A | | NS | | | NS NS NS
b67 | | NS | | NS NS | |
b73-7 | | NS | | | n.d. NS n.d.
cl9-1 NS | | | I | NS | |
¢33-1 | | NS | | | NS | |
c44 NS NS NS | | NS | | NS
diii | | NS I I | NS | NS
dss-2 | | NS | | | | | NS
dsoC | | NS | | | | | NS
ssp. flavescens | | NS NS | | NS NS NS
Virasoro NS NS NS NS | | D D NS

Chira NS D NS | NS D n.d. NS n.d.
Uruguaiana n.d. n.d. n.d. [ [ [ | | NS

NS = contraste no significativo.

n.d.: el contraste no se realizé debido a la ausencia de alguno o todos los datos.
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No hubo diferencias en la respuesta germinativa entre los momentos de cosecha
(otofio 2011, verano 2012 y otofio 2012) para semillas recién cosechadas, excepto
para los clones pentaploides al08, a62-8, y los biotipos Virasoro y Chirt (Tabla II.3),
los cuales mostraron mayor respuesta germinativa en los lotes de verano 2012. Por
otra parte, se registr6 mayor respuesta germinativa en los lotes cosechados en verano

que en los de otofio cuando las semillas tuvieron 6 meses de almacenadas en todos

Tabla I1.3: p-valores de los contrastes ortogonales entre los diferentes momentos de
cosecha (otofio 2011, verano 2012 y otofio 2012) para cada genotipo de P.
dilatatum, considerando la respuesta germinativa a los tratamientos de pre-
imbibicion evaluados, tanto para semillas recién cosechadas como con 6 meses
de almacenamiento.

Recién cosechadas Seis meses de almacenamiento
otofio otofio verano otofio otofio verano
2011 2012 2012 2011 2011 2012
) S ) VS Vs Vs

verano otofno otofno verano otofio otofio

Genotipo 2012 2012 2012 2012 2012 2012
al08 0,034 0,885 0,038 0,001 0,192 <,001
all3 0,854 0,554 0,401 0,003 0,038 0,398
a62-8 0,003 0,233 0,122 <,001 0,064 0,001
b59A 0,573 0,288 0,445 <,001 0,099 <,001
b67 0,667 0,648 0,506 0,017 0,002 <,001
b73-7 0,144 0,063 0,729 <,001 0,658 <,001
cl19-1 0,406 0,119 0,579 <,001 0,042 <,001
c33-1 0,512 0,797 0,857 <,001 0,691 <,001
c44 0,880 0,823 0,677 <,001 0,513 0,002

di11 0,911 0,788 0,701 0,001 0,084 <,001
ds8-2 0,386 0,271 0,765 <,001 0,161 <,001
ds59C 0,090 0,596 0,187 <,001 0,046 <,001
ssp. flavescens 0,272 0,174 0,914 <,001 0,086 <,001
Virasoro 0,326 <,001 0,004 <,001 0,401 0,001
Chira 0,044 0,592 0,019 <,001 0,088 0,003
Uruguaiana n.d. n.d. 0,607 n.d. n.d. <,001

Los contrastes significativos (p < 0,05) fueron resaltados en negrita.
n.d.: el contraste no se realizé debido a la ausencia de alguno o todos los datos.
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los genotipos evaluados (excepto al13 al comparar verano y otofio de 2012). No se
registraron diferencias entre los dos lotes cosechados en otofio, a excepcion de los
clones pentaploides all3, b67, c19-1 y d59C (Tabla II.3). Por ultimo, no se
registraron diferencias en el porcentaje de germinacién entre semillas en
temperaturas alternantes y con pre-imbibicion a 20 °C, mostrando proporciones altas

en ambos casos (93 y 92 % respectivamente).
11.F. DISCUSION

Ambos tratamientos de pre-imbibicion promovieron la germinacion en casi todos los
genotipos y tiempos de almacenamiento evaluados, mientras que se registraron bajas
proporciones de semillas germinadas en las condiciones de incubacidn ensayadas sin
pre-imbibicion (32 °C y luz constante), pero mostrando incrementos germinativos
ante almacenamientos mas prolongados, al igual que lo reportado para condiciones
similares en P. notatum (Maeda et al., 1997). La pre-imbibicion en frio, referido en
otros trabajos como chilling o pre-chilling, ha sido ampliamente utilizado en diversas
especies como tratamiento para terminar la dormicion (Kermode, 2005). En nuestro
trabajo, el referido tratamiento mostré una germinacién variable en diferentes
genotipos, asi como incrementos en la germinacién ante tiempos de almacenamiento
mayores, pero nunca logré registrar porcentajes de germinacion mayores que el
tratamiento de pre-imbibicion templada (20 °C), el cual resulté ser el tratamiento con
mejor respuesta germinativa para todos los genotipos (Figuras II.1, 11.2 y IL.3). En
trabajos previos realizados en ssp. flavescens se observaron resultados similares
(Glison et al., 2011). Estos resultados sugieren que el frio puede no ser un factor
esencial para terminar la dormicidn en esta especie, sino que seria el tratamiento de
pre-imbibicion en si mismo, similar a lo que ha sido sugerido por Schrauf et al.
(1995). Esta respuesta resulta congruente con observaciones donde condiciones de
inundacion al final del verano lograron promover la emergencia de P. dilatatum
(Cornaglia et al., 2009). La eficiencia similar del tratamiento con temperaturas
alternantes y de pre-imbibicion a 20 °C seguido por altas temperaturas constantes
sugiere que la pre-imbibicion a temperaturas templadas podria ser suficiente para

terminar la dormicion y que la alternancia de la temperatura no seria estrictamente
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necesario para P. dilatatum como ha sido reportado en otras especies (Benech-

Arnold et al., 2000).

Tiempos de almacenamiento mayores causaron incrementos en la respuesta
germinativa a los tratamientos de pre-imbibicion ensayados, debido probablemente a
la posmaduracion de las semillas, o sea, un nivel de dormicién menor (Batlla y
Benech-Arnold, 2010). A pesar de esto, algunos genotipos mostraron una respuesta
diferente. En particular, las semillas de los biotipos Virasoro y Chirt,, no mostraron
incrementos en la germinacion y hasta evidenciaron disminuciones, la ssp.
flavescens, no mostr6 incrementos para las semillas cosechadas en otofio 2012 y
algunos clones pentaploides presentaron respuestas germinativas ante la
posmaduracion distintas a la respuesta promedio (Tabla I1.2). En otros trabajos, se ha
reportado variacion inter- e intra-especifica en la respuesta al almacenamiento en
seco entre semillas de especies silvestres de Oryza spp. sometidas a las mismas
condiciones de almacenamiento (Veasey et al., 2004). Por tanto, el tiempo de
almacenamiento requerido para disminuir el nivel de dormicion deberia ser ajustado
para cada biotipo de P. dilatatum, e incluso para alguno de los clones pentaploides.
Para el caso de Paspalum spp. se ha sugerido que el almacenamiento en seco podria
actuar debilitando las cubiertas de las semillas (lema y pélea del antecio fértil), como
se ha sugerido para P. notatum (West y Marousky, 1989). Estas estructuras han sido
reportadas como las principales limitantes para la germinacion de Paspalum spp.
(Fulbright y Flenniken, 1988, Marousky y West, 1988, Kalmbacher et al., 1999). La
incidencia de las cubiertas en la germinacion de semillas de P. dilatatum sera

abordado mas adelante en la presente tesis (ver Capitulo III).

Salvo en algunos genotipos, no hubo diferencias en la respuesta germinativa de
semillas recién cosechadas entre los momentos de cosecha evaluados. En trabajos
previos, se encontraron diferencias entre momentos de cosecha en P. dilatatum
(Tischler y Burson, 1999) y en otras especies (Andersson y Milberg, 1998). Estos
resultados fueron obtenidos con semillas cosechadas en condiciones de campo. En
nuestro trabajo, las altas temperaturas promedio dentro del inverndculo durante el

desarrollo de las semillas (24 y 28 °C para las cosechas de otofio y verano
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respectivamente) pueden haber enmascarado posibles diferencias entre los momentos
de cosecha. De todas formas, resultd interesante que los Unicos genotipos afectados
hayan sido clones pentaploides del grupo a (Tabla 1) y los biotipos Virasoro y Chirt,
los cuales se han reportado que estan relacionados genéticamente (Speranza, 2005b,
2009). Por otra parte, al comparar semillas con seis meses de almacenamiento, las
respuestas germinativas de las semillas cosechadas en verano fueron mayores a las
de otono para todos los genotipos. La temperatura ha sido reportada como un factor
significativo que afecta la tasa de posmaduracion durante el almacenamiento (Meyer
y Allen, 2009). La temperatura promedio para todo el periodo de almacenamiento
resultd menor para las semillas cosechadas en otofio 2011 y otofio 2012 que la
registrada para las semillas cosechadas en verano 2012. En consecuencia, mayores
temperaturas en el almacenamiento en seco pueden ser mas efectivas en la
disminucién de la dormicion de semillas de P. dilatatum, tal como ha sido reportado
para P. atratum (Kalmbacher et al., 1999) y para Bromus tectorum L. (Allen et al.,
1995).

Se han registrado diferentes respuestas germinativas entre los biotipos sexuales
Virasoro y ssp. flavescens ante las condiciones de incubacion (32 °C constante) sin
pre-imbibicion (Figuras I1.1, I1.2 y I1.3). Estos biotipos resultan de interés porque son
considerados en investigaciones que promueven su adopcion comercial en Uruguay y
Argentina, debido a que presentan mayor produccion de semillas y menor
susceptibilidad a Clavisceps, ademas de que se ha sugerido que estan genéticamente
relacionadas a determinados clones pentaploides recombinantes (Speranza, 2005b).
En la regidn, estos biotipos se encuentran restringidos a areas geograficamente
distantes y genéticamente aislados (Speranza, 2009), aunque pueden ser
artificialmente cruzados para producir hibridos fértiles (Caponio y Quarin, 1990). Se
han reportado diferencias en la temperatura 6ptima de germinacion entre especies de
gramineas estivales perennes (Hsu et al., 1985, Roundy y Biedenbender, 1996), y
también entre variedades de Panicum virgatum L. (Seepaul et al., 2011). Una posible
hipdtesis para explicar los resultados obtenidos y la restriccion geografica podria ser

que Virasoro y ssp. flavescens presentan temperaturas Optimas de germinacion
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diferentes. Por tanto, futuros trabajos sobre las caracteristicas de la germinaciéon de
estos biotipos pueden proveer informacion de interés para la domesticacion y el

mejoramiento de la especie.

El biotipo monoclonal Chirti, el cual se ha sugerido que estd relacionado
genéticamente con Virasoro (Speranza, 2009), mostr6 un comportamiento
germinativo mds extremo porque no hubo diferencias entre los tratamientos de pre-
imbibicion en ningln caso. Este genotipo, el cual ha sido liberado como cultivar en
Uruguay, puede requerir solo altas temperaturas para germinar sin necesitar
temperaturas mas frescas. Por otra parte, ha mostrado una respuesta germinativa
decreciente ante tiempos mayores de almacenamiento (Tabla II.2), sugiriendo que
pudo haberse inducido una dormicion secundaria bajo estas condiciones (Batlla y
Benech-Arnold, 2010). El biotipo Uruguaiana, también hexaploide, mostré6 un
comportamiento germinativo totalmente contrario al Chirt porque fue de los biotipos
con menores proporciones de semillas germinadas, aun con el tratamiento de pre-
imbibicion a 20 °C. Por ultimo, se registraron algunas diferencias menores entre
clones pentaploides, que no se corresponden con el grupo genético, registrando
diferencias dentro de los mismos. Pueden ser necesarios futuros trabajos en otras
condiciones de germinacion para evaluar si estas diferencias tienen relevancia

bioldgica y/o agrondmica.
11.G. CONCLUSIONES

Se registr6 variabilidad en la respuesta germinativa ante los tratamientos de pre-
imbibicién y hubo interaccion con el tiempo de almacenamiento. Estas diferencias
fueron similares entre los distintos momentos de cosecha. Los clones pentaploides, la
ssp. flavescens y el biotipo Uruguaiana requirieron pre-imbibicion para terminar con
la dormicién, obteniendo los mejores resultados a 20 °C, mientras que los biotipos
Chirt y Virasoro registraron mayor germinacion que los restantes genotipos en
temperaturas altas y constantes, siendo Chir(i el que mostr6 un comportamiento
germinativo mas extremo, mostrando muy altos porcentajes de germinacioén ain con

semillas recién cosechadas. El almacenamiento en seco generd posmaduracion en la
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mayoria de los genotipos de P. dilatatum evaluados, pero mostrando diferentes tasas
dependiendo del genotipo y del ambiente de almacenamiento. Se requeriran futuros
trabajos para determinar si la variabilidad que encontramos en estos ensayos puede
ser debida a diferencias en la temperatura 6ptima de germinacion entre los genotipos,
particularmente para los biotipos Virasoro y Chirt. Por ultimo, la existencia de
variabilidad en el comportamiento germinativo de las semillas de esta especie haria

posible la seleccion de genotipos mas apropiados para su adopcion.
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I1.A. RESUMEN

Conocer los mecanismos de la dormicion de semillas puede contribuir al proceso de
domesticacion de una especie. Paspalum dilatatum es una graminea estival
promisoria como forraje, pero sus semillas presentan baja germinacion que limita su
adopcion. Las cubiertas (lema y palea) tienen incidencia sobre la germinacion, pero
no se conoce el mecanismo involucrado, o si las cubiertas tienen efecto sobre el nivel
de dormicion, el cual puede inferirse por la sensibilidad al 4cido abscisico (ABA). En
el presente trabajo, semillas de diferentes genotipos de P. dilatatum fueron sometidas
a escarificacion acida y extraccion de la lema para estudiar la respuesta germinativa,
la imbibicion y la sensibilidad al ABA, considerando dos tiempos de
almacenamiento (uno y cinco meses) como factor que modifica el nivel de
dormicion. Semillas sin lema obtuvieron mayor germinacion que semillas enteras o

con escarificacion 4cida, excepto en el biotipo Chirti que no mostré diferencias entre

® El formato de las citas y referencias bibliograficas del presente capitulo se adecua a lo requerido en

la revista Agrociencia.
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tratamientos. Ademas, el tiempo de almacenamiento incremento la germinacion tanto
en semillas sin lema como enteras, manteniendo la diferencia entre tratamientos. Por
otra parte, la imbibicion no resultd limitante para la germinacion de ningun genotipo
o tratamiento. Por ltimo, hubo inhibiciéon de la germinacion con 10 uM de ABA,
pero so6lo para semillas con un mes de almacenadas, no registrandose respuesta en
semillas con cinco meses. Se sugiere que la lema ejerce una resistencia mecanica a la
germinacion, pero no afectaria el nivel de dormicion, y se propone que la dormicién

se explicaria por una interaccion entre las cubiertas y el cariopse.

Palabras clave: biotipos de P. dilatatum, germinacion de semillas, nivel de

dormicién, posmaduracion, sensibilidad al ABA

Differences in the incidence of the lemma on seed dormancy among genotypes of
Paspalum dilatatum Poir.

111.B. SUMMARY

Knowledge of seed dormancy mechanisms can make a contribution to the
domestication process. Paspalum dilatatum is an promising summer grass as forage,
but has low seed germination which hinders its adoption. Seed coats (lemma and
palea) have an influence on germination, but the mechanism involved has not been
elucidated. It is not known whether the coats have an effect on seed dormancy level,
which may be inferred by their sensitivity to Abscisic Acid (ABA). In this paper,
different genotypes of P. dilatatum seeds were subjected to acid scarification and
lemma removal to study the germination, imbibition and sensitivity to ABA,
considering two dry storage times (one and five months) as a factor that affects
dormancy level. Seeds without lemma showed higher germination percentages than
after acid scarification or untreated seeds, except for the Chirti biotype which showed
no differences among treatments. Besides, the dry storage time increased
germination in untreated and seeds without lemma similarly, maintaining the
differences between treatments. Otherwise, seed imbibition was not limiting for

germination to any genotype or treatment. Finally, there was inhibition of
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germination in seeds after one month of storage with 10 uM ABA, but no response
was observed after five months of storage. It is suggested that the lemma exert
mechanical resistance to germination, but not affect the dormancy level. It is
proposed that dormancy could be explained by an interaction between seed coats and

the caryopsis.

Keywords: P. dilatatum biotypes, seed germination, dormancy level, after-ripening,
ABA sensitivity

111.C. INTRODUCCION

Las especies silvestres frecuentemente presentan mayor dormicion de semillas que
las especies domesticadas (Gepts, 2004). La mayoria de las gramineas estivales con
valor forrajero presentan semillas con niveles de dormicion similares a sus formas
salvajes (Adkins et al., 2002), caracteristica poco favorable para lograr un
establecimiento uniforme de una pastura. Paspalum dilatatum Poir. ha sido propuesta
como pastura estival perenne para zonas templadas debido a su buen crecimiento a
temperaturas calidas (Pearson y Shah, 1981) y su tolerancia a heladas, sequias y
anegamientos (Loreti y Oesterheld, 1996, Campbell et al., 1999). Una de las
principales limitantes para su adopcion se basa en que sus semillas presentan
dormicion (Schrauf et al., 1995). Conocer los posibles mecanismos de dormicion y
los factores que la afectan permitiria avanzar hacia un establecimiento exitoso del

futuro cultivo.

La unidad de dispersion de las paniceas, comercialmente denominadas semillas, son
las espiguillas completas que contienen al cariopse fuertemente encerrado por lema y
palea rigidas, Lema II y Palea II (Loch et al., 2004). Tratamientos de escarificacion
acida o mecénica y la extraccion de estas cubiertas (lema y palea) resultaron en
incrementos de la germinacion en diversas especies de paniceas, atribuyéndole a las
mismas un rol muy importante en la dormiciéon (Whiteman y Mendra, 1982, Hacker,
1984, Huang y Hsiao, 1987, Dekker et al., 1996, Gallart et al., 2008). Para semillas
de paniceas, se han propuesto posibles mecanismos de la dormicién impuesta por

cubiertas: 1) impermeabilidad o restriccion a la absorcion de agua (West y Marousky,
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1989, Khan et al., 1997), ii) presencia de inhibidores de la germinacion (Tischler y
Young, 1983, Marousky y West, 1988), y iii) resistencia mecanica ante el
crecimiento del embrion (Fulbright y Flenniken, 1988).

El nivel de dormiciéon de semillas de P. dilatatum puede ser diferente segin
genotipos y fechas de cosecha (Tischler y Burson, 1999, ver Capitulo II). A su vez,
se ha reportado que el almacenamiento en seco disminuye el nivel de dormicion de
semillas de Paspalum spp. (Maeda et al., 1997, ver Capitulo II), proceso conocido
como posmaduracion (Foley, 2001). Sin embargo, no existen evidencias en
Paspalum spp. que muestren como interactiian las cubiertas con estos factores que
modifican el nivel de dormicion. Aunque no hay un método de medir directamente el
nivel de dormicion, la sensibilidad de las semillas al 4cido abscisico (ABA) ha sido
propuesta como una aproximacion adecuada para varias especies (Hilhorst, 1995,
Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006). Semillas con menor nivel de dormicion, ya
sea por almacenamiento en seco o tratamientos de estratificacion, mostraron menor
inhibicion de la germinacién a concentraciones crecientes de ABA exogeno
(Gianinetti y Vernieri, 2007, Goggin et al., 2009). Existen estudios del efecto
inhibitorio sobre la germinacion del ABA exogeno en semillas de paniceas, como
Panicum virgatum L. (Sarath et al., 2006, 2007), pero no hay evidencias con semillas
cuyas cubiertas hayan sido extraidas. En este trabajo, se propone estudiar el
mecanismo de dormicién impuesto por cubiertas para semillas de P. dilatatum y si
existen diferencias entre genotipos en las mismas. Para ello, se realizaron ensayos de
germinacion y de imbibicion a semillas con tratamientos que afectaron la integridad
de las cubiertas. Para considerar diferentes niveles de dormicién de las semillas, se
evaluaron dos tiempos de almacenamiento en seco y dos momentos de cosecha.
Ademas, se evalud la germinacion de dos biotipos contrastantes ante concentraciones
crecientes de ABA, tanto de semillas enteras como de semillas sin lema, para

comprobar el rol de las cubiertas en la respuesta a esta hormona.
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111.D. MATERIALES Y METODOS

111.D.1. Material vegetal y cosecha de semillas

Se seleccionaron siete genotipos de Paspalum dilatatum, obtenidos de la coleccion
de semillas del Banco de Germoplasma de Facultad de Agronomia, (Universidad de
la Republica, Uruguay). Los genotipos fueron cuatro clones pentaploides
apomicticos (a62-8, b67, c33-1 y d58-2), un hexaploide apomictico (biotipo Chirtl) y
una linea pura de dos tetraploides sexuales (biotipo Virasoro y ssp. flavescens). Los
mismos representan gran parte de la variabilidad genética para la especie reportada
por Speranza (2005, 2009). Cinco plantas individuales por cada genotipo fueron
cultivadas en macetas (22 cm diametro, 19 cm de profundidad) dentro de un
invernaculo en Facultad de Agronomia (Montevideo, Uruguay) durante tres afos
(2009 a 2012). Las semillas se cosecharon en enero de 2012 (verano 2012) y abril de
2012 (otofio 2012), se limpiaron con una sopladora y se seleccionaron a mano para
descartar espiguillas vacias o con esclerocios de Claviceps, para luego almacenarlas
en sobres de papel dentro de una camara cerrada sin control de temperatura. Para los
lotes de verano 2012 se muestrearon semillas a uno y cinco meses de almacenadas,
mientras que para el lote de otofio 2012 se realizé un inico muestreo con un mes de

almacenamiento.

111.D.2. Ensayos de germinacion con semillas escarificadas y sin lema

Se utilizaron los siete genotipos sometiendo a las semillas a tres tratamientos: 1)
semillas sin tratamiento (semillas enteras), ii) semillas sumergidas en H;SOy4 (cc) por
dos minutos con agitacion, lavandolas luego con agua corriente (semillas
escarificadas), y iii) semillas con lema extraida manualmente, dejando el cariopse
descubierto y la palea (semillas sin lema). Se utilizaron 30 semillas por cada réplica,
con tres réplicas por cada tratamiento. Luego de realizados los tratamientos, las
semillas fueron colocadas sobre toallas de papel en placas de Petri de 10 cm. El papel
fue humedecido con solucion de KNO; 0,02 M (0,2% m/v) al inicio y se regd con
agua destilada para reponer el agua durante el transcurso del ensayo. Todas las

réplicas fueron colocadas dentro de una camara de incubacion con luz fluorescente
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(15 — 20 umol.m™.s™") a 32 °C constante durante 14 dias, de acuerdo a lo realizado
por Maeda et al. (1997). Bajo estas condiciones se ha mostrado variabilidad en la
germinacion segun genotipo y factores ambientales que afectan la germinabilidad
(ver Capitulo II). Para cada réplica, se registro el porcentaje de germinacion final. Se
consideré germinada una semilla cuando exhibié como minimo la radicula o el
coleoptile de 2 mm. Luego de finalizado el periodo de incubacidn, las semillas no
germinadas se sometieron al test de tetrazolio para evaluar viabilidad, de acuerdo con
Maeda et al. (1997), y el porcentaje de viabilidad se calculé como la suma del
porcentaje de germinacion mas el porcentaje de semillas viables no germinadas. Para
este experimento, el disefio fue de parcelas divididas con analisis factorial, donde el
tiempo de almacenamiento y los tratamientos sobre las semillas y su interaccion
fueron los tratamientos principales. Los genotipos y su interaccion con los
tratamientos principales fueron las sub-parcelas. Se sustituy6 en el modelo el tiempo
de almacenamiento por la fecha de cosecha cuando se compar6 el lote de verano con
el de otofio con un mes de almacenadas. Se utiliz6 el procedimiento GENMOD (SAS
9.2, SAS Inst.), con la proporcidon de semillas germinadas como variable de respuesta,

estimando los limites de confianza al 95% para cada tratamiento.

111.D.3. Ensayos de imbibicion con semillas escarificadas y sin lema.

Se utilizaron semillas cosechadas en verano 2012 de tres genotipos con
comportamientos germinativos contrastantes (ver Capitulo II): biotipo Virasoro, ssp.
flavescens y un clon pentaploide (d58-2); con uno y cinco meses de almacenamiento.
En cada caso se sometieron las semillas a los tres tratamientos anteriormente
mencionados. Se utilizaron 30 semillas por cada réplica, con tres réplicas por cada
tratamiento. Se determind el peso fresco inicial de cada réplica y luego se coloco a
las semillas sobre capas de papel humedecido con agua destilada dentro de placas de
Petri de 10 cm. Las semillas fueron retiradas de la imbibicion a los 10 min, 30 min,
60 min (1 h), 120 min (2 h), 240 min (4 h), 1440 min (24 h) y 2880 min (48 h),
pesadas (previo enjugado del agua superficial con papel absorbente) y vueltas a

embeber. Se calcul6 para cada réplica el incremento en el peso relativo (IPR), segtn:
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(1) IPR,=(P,—P) /P

donde P; es el peso al tiempo t de imbibicion y P; el peso inicial. Para este
experimento, se utilizo un disefio de bloques aleatorizados con medidas repetidas en
el tiempo con analisis factorial. Los datos fueron analizados por el procedimiento

MIXED (SAS 9.2, SAS Inst.), con el porcentaje de IPR como variable de respuesta:
(2)  %IPR =100 * IPR;/ IPR¢

donde IPR¢ es el incremento del peso relativo promedio a las 24 h de imbibicion. Se

estimo para cada caso el desvio estandar.

111.D.4. Ensayos de sensibilidad al ABA ex6geno

Semillas enteras y sin lema del biotipo Virasoro y la ssp. flavescens del lote de
verano 2012, con uno y cinco meses de almacenamiento, fueron colocadas en placas
de Petri previamente preparadas con un medio agar-agua que contenia
concentraciones progresivas de ABA. El medio fue preparado con un sustrato agar-
agua al 0,8 %, con 0,02 M de KNOs;, sobre placa calentadora para facilitar su
disolucion. A partir de un stock de 100 uM de ABA (Sigma) con 0,1 % de DMSO,
de acuerdo a Goggin et al. (2009), se prepard el medio con cuatro concentraciones de
ABA diferentes (0; 0,1; 1,0 y 10 uM). La solucion de ABA se agreg6d cuando el
sustrato agar-agua presentd temperaturas menores a 45°C. Los medios con las
distintas concentraciones de ABA fueron colocados en placas de Petri de vidrio de 12
cm y se los mantuvo en frio (5 °C), hasta el momento de iniciar el experimento. En
cada placa se colocaron 20 semillas enteras y 20 semillas sin lema, completando tres
réplicas para cada tratamiento. Las placas de Petri con las semillas embebidas fueron
colocadas en una camara con temperatura controlada a 20 °C en oscuridad durante 7
dias, para luego ser transferidas a la camara de incubacion con luz y temperatura de
32 °C constante. Esta pre-imbibicidon logra promover la germinacion en esta especie
(ver Capitulo II). Las semillas germinadas fueron contabilizadas todos los dias, a
partir de lo cual se computaron el porcentaje de germinacion una vez finalizada la

pre-imbibicion a 20 °C (% Gy), el porcentaje de germinacion luego de 14 dias de
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incubacion a 32 °C (% Gi4) y el tiempo en dias en alcanzar el 50 % de la germinacion
final (tsoo,). Para este experimento, el disefio fue de parcelas subdivididas, donde el
almacenamiento y la concentracion de ABA fueron los tratamientos principales, los
genotipos fueron las parcelas menores. Cada réplica presentd dos sub-parcelas
compuestas por semillas enteras y semillas sin lema. Los datos relativos a porcentaje
de germinacion se analizaron con el procedimiento GENMOD, mientras que tsoy, se

analizé con el procedimiento MIXED (SAS 9.2, SAS Inst.).

I111.D.5. Caracteristicas fisicas de las lemas

Se determiné el espesor y el peso de las lemas del biotipo Virasoro y de la ssp.
flavescens, que fueron colectadas de todos los experimentos. Para la determinacion
del espesor, se colocaron dieciocho lemas (tres réplicas de seis) de cada genotipo
sobre un portaobjeto y debajo de un cubreobjeto, ambos marcados con lineas de tinta
indeleble. El espesor de cada lema individual fue medido mediante el uso de un
micrometro calibrado de un microscopio Optico. Para determinar el peso de las lemas
se tomaron tres réplicas de 20 lemas de cada biotipo y se peso cada réplica en una

balanza analitica con resolucion de 0,1 mg (AA-250, Denver Instruments Company).
I11.E. RESULTADOS

I11.E.1. Ensayos de germinacion

Hubo efecto de los tratamientos sobre las semillas y los genotipos presentaron
diferencias en su respuesta germinativa a los mismos (p < 0,05). Las semillas sin
lema presentaron mayor germinacion que semillas enteras para los clones
pentaploides, ssp. flavescens y biotipo Virasoro (60 y 3 % en promedio,
respectivamente) en semillas con un mes de almacenadas. No hubo diferencias entre
semillas enteras y escarificadas, excepto para a62-8 y b67 (Figura III.1 A). Por otro
lado, existid6 un incremento en la germinacidén para todos los tratamientos en las
semillas de clones pentaploides con 5 meses de almacenadas, excepto para semillas
enteras de a62-8. La interaccion entre el tiempo de almacenamiento y el genotipo

resultd significativa (p < 0,05). El tiempo de almacenamiento no afect6 la respuesta
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germinativa de la ssp. flavescens ni del biotipo Virasoro (Figura III.1 B). No
existieron diferencias entre fechas de cosecha dentro de cada genotipo, ya que los
comportamientos de semillas cosechadas en otofio fueron similares para todos los
tratamientos a los obtenidos con semillas cosechadas en verano, cuando ambas

presentaban un mes de almacenamiento (Figura III.1 A y C). El biotipo Chira (Ch-4)
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Figura III.1: Porcentaje de germinacion luego de 14 dias a 32°C para semillas de
diferentes genotipos de P. dilatatum: clones pentaploides (a62-8, b67, ¢33-1 'y
d58-2), ssp. flavescens (f72), biotipo Virasoro (V) y biotipo Chira (Ch-4).
Barras negras: semillas enteras; barras grises: semillas escarificadas; barras
blancas: semillas sin lema. A: semillas cosechadas en verano 2012 con 1 mes
de almacenamiento; B: semillas cosechadas en verano 2012 con 5 meses de
almacenamiento y C: semillas cosechadas en otofio 2012 con 1 mes de
almacenamiento. Lineas verticales representan los limites de confianza al 95%.
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no mostré diferencias significativas entre tratamientos, ni tiempos de
almacenamiento (Figura III.1 A y B), alcanzando en todos los casos porcentajes de
germinacion superiores al 80 %. La viabilidad promedio resulté alta (mayor o igual

al 80 %), considerando todos los tratamientos y genotipos.

111.E.2. Ensayos de imbibicién

Se registr6 un efecto del tiempo de imbibicion sobre el incremento en el peso relativo
para todos los tratamientos y genotipos (p < 0,05). Las semillas enteras o
escarificadas presentaron un incremento significativo del peso de las semillas al
ponerlas en imbibicion (Figura II1.2), alcanzando su maximo peso a las 24 h,
manteniéndose constante a las 48 h (dato no mostrado). Mientras tanto, las semillas
sin lema mostraron su maximo peso a los 120 minutos (2 h), alcanzandolo antes que
las semillas con el antecio fértil integro (semillas enteras y escarificadas). No
existieron diferencias en %IPR entre genotipos ni tiempos de almacenamiento para

ninguno de los tratamientos (p < 0,05).

I11.E.3. Ensayos de sensibilidad al ABA ex6geno

Las semillas sin lema de Virasoro y ssp. flavescens germinaron luego de someterlas a
20 °C y en oscuridad durante 7 dias, condiciones que no lograron promover la
germinacion en semillas enteras (Tabla II.1, % Gp). Las semillas sin lema
germinadas en estas condiciones presentaron largos coleoptiles etiolados. Sin
embargo, a excepcion de semillas de ssp. flavescens con un mes de almacenadas, no
hubo diferencias entre semillas enteras y sin lema al comparar la germinacioén final
(Tabla III.1, % Gi4), pero las semillas sin lema alcanzaron el 50 % de la germinacion
final antes que las semillas enteras en casi todos los casos (Tabla III.1, tso,). El ABA
exdgeno (10 M) inhibid la germinacion tanto para semillas enteras como sin lema
con un mes de almacenamiento. Sin embargo, no hubo efecto de la hormona para
semillas con cinco meses de almacenamiento con las concentraciones ensayadas,

cualquiera sea el genotipo o el tratamiento evaluado (Tabla I1I.1).
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Figura II1.2: Porcentaje del incremento relativo del peso de 30 semillas con 10 min,
30 min, 60 min (1 hr.), 120 min (2 hs.), 240 min (4 hs.) y 1440 min (24 hs.)
minutos de imbibicion, con respecto al promedio obtenido a las 24 hs. Barras
negras: semillas enteras; barras grises: semillas escarificadas; barras blancas:
semillas sin lema. Lineas verticales representan el desvio estandar. A y B:
biotipo Virasoro; C y D: ssp. flavescens; E y F: clon pentaploide d58-2. A, Cy
E: semillas con 1 mes de almacenadas; B, D y F: semillas con 5 meses de
almacenadas.
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Tabla III.1: Sensibilidad al ABA de semillas enteras (E) y sin lemas (P) del biotipo
Virasoro y la ssp. flavescens con dos tiempos de almacenamiento (1 y 5
meses). Se muestran el porcentaje de germinacion luego de 7 dias a 20°C en
oscuridad previo a condiciones de incubacién (% Gy), el porcentaje de
germinacion luego de 14 dias de incubacion a 32°C y luz cte. (% Gia), y el
tiempo en dias al 50% de germinacion total (tsgo).

Tiempo de

almacena- [ABA] % Go % G tso% (d)
miento  Genotipo (LM) E P E P E P
1 mes  ssp. 0 0 30" 38 100" 2,7 1,37
flavescens 0,1 0 30° 36 97" 3,5 1,0°
1 0 30° 45 97" 3,7 13"
10 0 3 34 57° 9,5 30°
biotipo 0 0 58" 82 93 2,1 0"
Virasoro 0,1 0 53" 83 85 1,7 0"
1 0 77" 89 97 1,8 0"
10 0 5 53 50 43 26"
5 meses  ssp. 0 0 5 92 100 3,2 1,3 :
flavescens 0,1 0 8" 82 100 2,5 2,4
1 2 38° 90 95 2,5 0,5"
10 0 22° 100 93 2,5 127
biotipo 0 0 48" 97 97 1,7 03"
Virasoro 0,1 0 48" 98 93 2,5 03"
1 0 58" 98 95 2,5 0"
10 0 58" 93 98 2,5 0"

#: el valor O refiere a que se alcanzo o supero el 50% de la germinacion total durante la pre-imbibicion
a 20 °C.

*: existio diferencias entre semillas enteras y sin lema dentro de la triple interaccion
ABA*genotipo*almacenamiento (p < 0,05).

Valores resaltados en negritas resultaron diferentes a los obtenidos con las restantes concentraciones
de ABA dentro de la triple interaccion semilla*genotipo*almacenamiento (p < 0,05).
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I11.E.4. Caracteristicas fisicas de las lemas

No hubo diferencias en el espesor promedio de las lemas analizadas entre el biotipo
Virasoro y ssp. flavescens (p < 0,05), resultando 279 y 264 um respectivamente,
mientras que la variabilidad de la medida resulté muy importante para ambos
biotipos (C.V. = 28 % para ambos biotipos). En cambio, el peso de 20 lemas resulto
significativamente diferente (p < 0,05), siendo mas pesadas las lemas de semillas de
ssp. flavescens cosechadas en verano (3,1 mg) que las del mismo biotipo en la
cosecha de otofio y que las lemas del biotipo Virasoro de cualquier cosecha (2,5 mg

en promedio) (Tabla II1.2).

Tabla II1.2: Caracteristicas de las lemas extraidas de semillas del biotipo Virasoro y
la ssp. flavescens, con dos tiempos de almacenamiento (1 y 5 meses), y en dos
fechas de cosecha. El espesor (um) corresponde a una lema individual,
mientras que el peso (mg) corresponde a 20 lemas.

Tiempo de Espesor lema (pum) Peso 20 lemas (mg)
almacena- Cosecha Cosecha Cosecha Cosecha
miento  Genotipo verano otofio verano otoflo

1 mes Ssp.

flavescens 319 a, A 219 a 32 a,A 24 b

biotipo

Virasoro 269 a, A 231 a 25b,B 22 b
5 meses  ssp.

flavescens 253 A 3,0 A

biotipo

Virasoro 338 A - 2,6 B —

Letras minusculas diferentes significan diferencias entre genotipos y/o fecha de cosecha, segiin Tukey
(p <0,05)

Letras mayusculas diferentes significan diferencias entre genotipos y/o tiempos de almacenamiento,
segun Tukey (p < 0,05)

I11.F. DISCUSION

La respuesta germinativa ante la escarificacion o la extraccion de la lema resultd
diferente entre genotipos (Figura III.1), mostrando gran variabilidad desde ssp.

flavescens que incrementa su germinacion practicamente s6lo ante la extraccion de la
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lema, hasta el biotipo Chirt que no mostr6 incidencia alguna de las cubiertas en su
germinacion. Las diferencias intra-especificas en las caracteristicas del fendmeno de
dormicioén estdn muy generalizadas, como se ha observado entre poblaciones de
Dactylis glomerata L. (Probert et al., 1985), y entre variedades de Panicum virgatum
L. (Seepaul et al., 2011). Milberg y Andersson (1998) demostraron que 23 de 33
especies de malezas evaluadas presentaron diferencias entre poblaciones en la
respuesta a tratamientos que afectan el nivel de dormicion. Los resultados obtenidos
sugieren que los distintos genotipos de P. dilatatum presentarian diferentes grados de
incidencia de sus cubiertas sobre la dormicion, similar a lo sugerido para Panicum

miliaceum L. (Khan et al., 1997).

Se constatd que los clones pentaploides de P. dilatatum presentaron incrementos en
la germinacion de semillas sin lema ante mayor tiempo de almacenamiento, pero no
hubo incrementos para los biotipos Virasoro, Chiru y ssp. flavescens (Figura III.1 A
y B). Este efecto del almacenamiento sobre los pentaploides fue similar a lo
reportado para semillas sin cubiertas de dos especies de Digitaria (Baskin et al.,
1969). En P. notatum, se sugiri6 que el almacenamiento afecta a las cubiertas,
debilitando las fibras que conforman la “tapa de germinacion” presente en la lema de
semillas de paniceas (West y Marousky, 1989). Sin embargo, la interaccion entre el
tiempo de almacenamiento y los tratamientos sobre las semillas de los clones
pentaploides no resulto significativa, sugiriendo que la posmaduracion provocada por
el almacenamiento incidiria sobre el cariopse. En trabajos con semillas de Digitaria
sanguinalis (L.) Scop. también se ha sugerido que la lema y la palea resultan un
impedimento para la germinacion, pero las envolturas propias del cariopse desnudo
tienen incidencia sobre la dormicion (Gallart et al., 2008). Estas estructuras podrian
estar afectando el intercambio gaseoso de las semillas, considerado como otro
mecanismo de dormicién por cubiertas propuesto para cereales y también para

paniceas (Whiteman y Mendra, 1982, Benech-Arnold et al., 2006).

Las semillas enteras y escarificadas presentaron el antecio fértil integro, o sea, lema 'y
palea aparentemente unidas. A pesar de esto, los biotipos de P. dilatatum ensayados

lograron absorber agua en un lapso de tiempo breve (al menos 24 h), sugiriendo que
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las cubiertas no resultaron impermeables a la entrada de agua, coincidiendo con
Schrauf et al. (1995) y Kalmbacher et al. (1999). De todas formas, la entrada de agua
resultdé mas rapida cuando las cubiertas fueron extraidas (Figura II1.2), y por tanto las
cubiertas presentan una resistencia al flujo de agua, como fue sugerido para otras
paniceas (West y Marousky, 1989, Khan et al., 1997). Las diferencias constatadas
entre los genotipos en la respuesta germinativa no parecieron reflejadas en la tasa de
imbibicion. En consecuencia, no resulta razonable sugerir la impermeabilidad de las

cubiertas como mecanismo de dormicion.

En todos los ensayos realizados se utilizaron los biotipos Virasoro y ssp. flavescens,
debido a que son biotipos sexuales que presentan relacion con algunos de los clones
pentaploides menores y se encuentran restringidos geograficamente en areas
distantes, por tanto, genéticamente aislados (Speranza, 2009). La caracteristica de
prosperar en ambientes diferentes podria estar asociada a requerimientos para la
germinacion diferentes (Hacker, 1984). En primera instancia, no se registraron
diferencias en la germinacion de semillas sin lema entre estos biotipos, ni hubo un
incremento en la germinacion de las mismas ante la posmaduracion. Sin embargo, la
respuesta germinativa fue diferente para semillas enteras, donde ssp. flavescens
muestra escasa germinabilidad (2 % promedio), mientras que Virasoro presentd 31 %
de germinacion en promedio, sugiriendo una incidencia mayor de las cubiertas en
ssp. flavescens. En segundo lugar, semillas sin lema de ambos biotipos germinaron
en oscuridad y temperaturas constantes de 20 °C (Tabla III.1). La luz y temperaturas
alternantes, considerados como factores que terminan la dormicién o promueven la
germinacion (Batlla y Benech-Arnold, 2010), son requeridas para una Optima
germinacion en P. dilatatum y otras especies de Paspalum, (Fulbright y Flenniken,
1988, Marousky y West, 1988, Schrauf et al., 1995). Por tanto, la extraccion de la
lema habria resultado en una pérdida de dichos requerimientos para germinar, similar
a lo evidenciado en semillas sin cubiertas de Echinochloa turnerana (Domin.) J. M.
Black, que también logran germinar en la oscuridad (Conover y Geiger, 1984). En
ultimo lugar, las semillas con un mes de almacenadas de ambos biotipos presentaron

inhibicion de la germinacion con 10 uM de ABA, similar a lo reportado en Panicum
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coloratum L. (Sarath et al., 2006), pero no hubo efecto de la hormona sobre semillas
con 5 meses de almacenadas (Tabla III.1). Esto sugiere que habria una menor
sensibilidad al ABA de las semillas con 5 meses, lo que se traduce en un nivel de
dormicion menor tal como ha sido reportado en otras especies (Finch-Savage y
Leubner-Metzger, 2006, Gianinetti y Vernieri, 2007, Goggin et al., 2009). Por otra
parte, las semillas sin lema no mostraron una respuesta al ABA diferente a las
semillas enteras (Tabla IIL.1), sugiriendo que el rol que ejercen las cubiertas no
interactuaria con la sensibilidad al ABA. Al analizar las caracteristicas fisicas de las
cubiertas (Tabla III.2), se infiere que la respuesta germinativa contrastante de estos
biotipos no serian debidas a diferencias en el espesor de las lemas, tal como fue
reportado para Oryzopsis hymenoides Roem. & Schult. (Jones y Nielson, 1999),
mientras que por las diferencias en el peso, se podria afirmar que las lemas de ssp.
flavescens resultaron mas densas, pero solo las provenientes de semillas cosechadas
en verano, no explicandose por esta variable la germinacion de las semillas

cosechadas en otono.
111.G. CONCLUSIONES

La lema impone una importante parte del impedimento a la germinacién que
experimentan las semillas de diferentes genotipos de P. dilatatum, excepto en el
biotipo Chirt, que evidencié un nivel de dormicién bajo para las condiciones
ensayadas. Las cubiertas no resultaron impermeables al agua, no interfieren con el
ABA exo6geno y la ausencia de las mismas permite la germinacion, ain sin factores
que terminen la dormiciéon como la luz. Por otra parte, la posmaduracion provocada
por el almacenamiento en seco actuaria a nivel del cariopse, aunque no es posible
descartar un efecto sobre las cubiertas. En conclusion, se sugiere que la dormicion de
semillas de P. dilatatum seria una resultante de la interaccion entre las cubiertas y
estructuras del cariopse con el embrion, similar a lo propuesto para Digitaria
milanjiana (Rendle.) Stapf. (Hacker, 1984) y Setaria faberii Herrm. (Dekker et al.,
1996), donde el rol de la lema seria una restriccion mecanica al crecimiento del

embrion. Se requeriran futuros trabajos para inferir el mecanismo de dormicion
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preciso para esta especie, entre ellos evaluar si existe un efecto de las cubiertas sobre

el intercambio gaseoso.
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V. CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVA A FUTURO

Los resultados presentados en el Capitulo II y III nos permiten concluir que existe
variabilidad en el comportamiento germinativo entre genotipos de P. dilatatum. A su
vez, se comprobd que existen diferencias entre genotipos en el tiempo de
almacenamiento requerido para que las semillas alcancen su mayor germinabilidad, o
sea, su menor nivel de dormicion. Estos resultados tienen implicancias en el futuro
manejo de esta especie, ya que se debera identificar las caracteristicas mas adecuadas
de ambiente para la siembra y el tiempo de almacenamiento requerido para un
genotipo particular. Virasoro y Chira se destacaron como diferentes al resto, mientras
que ssp. flavescens y Uruguaiana resultaron mas parecidos al comportamiento
germinativo presentado por los clones pentaploides. Chirt, en particular, fue el tnico
genotipo que no presentd diferencias entre tratamientos de pre-imbibicion, ni de
escarificacion, ademas de registrar altos porcentajes de germinacion, sugiriendo que
su dormicion es menor a los restantes genotipos. Se destaco el tratamiento de pre-
imbibicion a 20 °C, provocando incrementos de la germinacion para los quince
genotipos restantes. Actualmente, éste tratamiento es aplicado en nuestro laboratorio
cuando se pretende obtener una alta germinacion de semillas de P. dilatatum y otras
especies cercanas, mientras que se planifican trabajos a futuro podran dilucidar como
es la respuesta germinativa ante otras temperaturas de pre-imbibicion. A su vez, hubo
comportamientos germinativos levemente divergentes entre clones pentaploides
recombinantes pertenecientes a un mismo grupo genético. Esto nos permite pensar
que seria posible encontrar en la region alguna accesion pentaploide fuera de tipo que
pueda presentar una menor dormicidon y que mantenga las caracteristicas forrajeras,

la cual seria una candidata atractiva para el proceso de domesticacion.

Por otro lado, las cubiertas afectan la germinacion con diferente magnitud segun el
genotipo, pero esta resistencia a la germinacion no estaria asociada con evitar la
imbibicion. La lema parece actuar como una resistencia mecdnica a la germinacion.
A pesar de que su influencia es clara, la dormicion de cada genotipo no se explicaria
solo por las caracteristicas de las cubiertas. Los tejidos que componen el cariopse en

interaccion con el embrion parecen tener cierto rol sobre el nivel de dormicion, dado
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que la posmaduracion tendria efecto sobre el cariopse y/o sobre el embrion. La
posmaduracion no parecid incidir sobre las cubiertas, aunque las evidencias

mostradas no permiten descartar esta hipotesis.

La informacion que se desprende del presente trabajo serd de utilidad para comenzar
nuevos procesos de domesticacion, no solo para P. dilatatum sino para otras especies
silvestres, los cuales tendran en cuenta la germinabilidad del biotipo de interés,
ademas de las caracteristicas productivas y de tolerancia al estrés de las plantas
adultas. Para nuestro trabajo, result6 util el actual marco tedrico de la dormicion que
permitio entender y diferenciar el comportamiento germinativo mostrado por los
genotipos. Sin embargo, se requeriran mayores esfuerzos en el estudid de la
fisiologia de la germinacion y la dormicion de esta especie, para dilucidar cuéles son
las diferencias fisioldgicas entre genotipos. Por un lado, se requerird informacion
sobre la germinacién y emergencia en condiciones de campo, mediante experimentos
que logren manejar como variables los factores de mayor relevancia para la
germinacion en condiciones controladas, como la disponibilidad de agua, las
temperaturas y el genotipo de las semillas. Ademas, se podrian estimar los umbrales
de temperatura y potencial hidrico para la germinacion de los genotipos mas
atractivos, tomando en cuenta los modelos poblacionales mencionados en 1.B.4.
Estos pardmetros de umbral resultan informativos para predecir el momento de
emergencia ante un ambiente dado, siendo utiles para la toma de decisiones a nivel
productivo. También, seria interesante conocer el tiempo y el ambiente de
almacenamiento més adecuado para cada genotipo que se requiere para disminuir su
dormicidn lo suficiente para una instalacion exitosa. Por ultimo, se podria dilucidar
los mecanismos fisiologicos que determinan el nivel de dormicion de cada genotipo
de interés, mediante trabajos de laboratorio que involucren ensayos de germinacion
de semillas y de embriones aislados con hormonas (ABA y giberelinas) y otros
inhibidores o promotores de la germinacion, y poder detectar diferencias en la

expresion de algunos genes, entre semillas con alto y bajo nivel de dormicion.
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