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1. INTRODUCCION

La yerba mate es un producto elaborado a partir de las hojas de llex
paraguariensis, que se consume tradicionalmente como bebida fria o caliente en
Sudamérica. En Uruguay, el consumo de yerba mate es quizas una de las
costumbres mas arraigadas a la cultura, tanto que es el pais con mayor consumo
de yerba mate per capita del mundo. La zona central de distribucién natural de I.
paraguariensis es el Sur de Brasil, el Sureste de Paraguay y la provincia de
Misiones en Argentina. Sin embargo aparece también de forma natural en
determinadas areas del territorio uruguayo, zonas de quebrada con alta riqueza
especifica. Existe evidencia de que estas poblaciones de |. paraguariensis
presentan un pool génico diferente al de la distribucion central de la especie, y
gue incluso presentan diferencias entre si por haber estado aisladas durante
mucho tiempo (Cascales et al. 2014, Hernandez 2019). Debido a esto, estas
poblaciones son una importante reserva de diversidad genética que es
importante conocer y conservar.

Tanto para posibles programas de produccion, mejoramiento genético o
para la conservacion de los recursos locales, es importante saber como
reproducir la especie, ya sea de manera vegetativa o sexual. La reproduccion a
través de semilla es la més utilizada a nivel productivo, si bien presenta
importantes limitantes, como un bajo porcentaje de germinacion y un largo
periodo para que comience a germinar, explicado principalmente por la clase de
dormicion que presenta. A nivel productivo y académico se han probado
diferentes técnicas para superar dichas limitantes. Actualmente se tiene un mejor
entendimiento de la dormicion en general, lo que permite escoger mejor los
factores relevantes para estudiar la dormicion en esta especie.

1.1. OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo general

Evaluar la capacidad germinativa de semillas de |. paraguariensis de
diferentes poblaciones nativas representativas del area de distribucion de la
especie en Uruguay.



1.1.2. Objetivos especificos

i) Comparar el comportamiento germinativo de semillas de |
paraguariensis provenientes de diferentes poblaciones nativas, representativas
del area de distribucion en Uruguay.

i) Identificar condiciones y tratamientos que promuevan la salida de la
dormicién de semillas a partir de tratamientos ya utilizados en la préctica
agronomica y la investigacion.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. IMPORTANCIA CULTURAL Y ECONOMICA

La yerba mate se consume en Sudameérica desde tiempos inmemoriales.
Los primeros registros que existen son de mediados del siglo XVI. Sacerdotes y
naturalistas observaron el consumo de una infusion en una calabaza a partir de
hojas molidas por parte de la macroetnia Tupi-Guarani en la region de Guaira
(actual estado de Parana, Brasil). En épocas previas a la conquista la yerba mate
se habria expandido por todo el continente a través del trueque, llegando a los
Mapuches y Araucanos en el Sur de Chile, o hasta los Quechuas en Bolivia y
Perd. En el territorio uruguayo habitaban las macroetnias Charrda y Tupi-
Guarani, que ante la escasez de yerbales naturales en el territorio dependian del
trueque con los guaranies de regiones del Norte. Los conquistadores apreciaron
la accién estimulante de la bebida y su consumo se extendié rapidamente, lo que
llevé en un principio a la explotacion de yerbales naturales y posteriormente a la
implantacion de yerbales en zonas préximas a las misiones. La importacién de
este producto en Uruguay continué con los conquistadores, que ya habian
incorporado el habito del consumo de yerba mate (Ricca, 2003).

En la actualidad las zonas productoras de yerba mate son los estados de
Mato Grosso do Sul, Parana, Santa Catarina y Rio Grande do Sul en Brasil
(Tormen, 1995), las provincias de Misiones y Corrientes en Argentina (Navajas,
1995), y el departamento de Itapua, en el Sureste de Paraguay. Argentina es
actualmente el mayor productor y exportador de este producto, pero hasta la
década de 1920 su produccion era escasa y se importaba la totalidad de la yerba
mate consumida. El cambio se dio con la creacién de la actual Estacion
Experimental Agropecuaria de Cerro Azul del Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria, donde se concentrd la investigacién y promocion de tecnologia
sobre la yerba mate. Hoy en dia en Argentina practicamente no quedan
poblaciones naturales y el 100% de la produccién se da en yerbales implantados,
manejados de manera intensiva con mucha aplicaciéon de tecnologia. Por otro
lado en Brasil, el segundo pais productor, el 90% de la yerba mate producida
proviene de montes nativos, con menor incorporacion de tecnologia, lo cual en
ocasiones resulta en un manejo deficiente de los montes (Daniel, 2009).

Uruguay siempre ha sido importador de este producto. Se importan
aproximadamente 31.000 ton de yerba elaborada por afio, lo que implica
alrededor de U$S 70.000.000 (MEF. DNA, 2018). Del volumen total importado,
95% proviene de Brasil, mientras que el 5% restante se importa desde Argentina
y Paraguay. Se estima que 8 de cada 10 uruguayos toman mate, y se consumen



alrededor de 9 Kg per capita por afo, lo que corresponde al mayor nivel de
consumo del mundo (Dutour, 2013).

2.1.1. Antecedentes del cultivo en Uruguay

La existencia de arboles de yerba mate en el territorio uruguayo fue
registrada en el siglo XIX por naturalistas y botanicos como Damaso Antonio
Larrafiaga, Aimé Bonpland y José Arechavaleta. Tradicionalmente, propietarios
y vecinos explotaron durante décadas estos yerbales para su autoconsumo
(Tomé 1952, Uruguay tiene...., 1965). Hace al menos 100 afios que se debate la
viabilidad de la produccion de yerba mate en Uruguay (Posibilidades de....,
1965), sin embargo, los esfuerzos que se han hecho para la investigacion o
produccion de este producto han sido aislados y de poca relevancia. En 1963, el
entonces diputado Julio C. da Rosa pronuncié en la camara de representantes
un extenso discurso en el que explicé las posibilidades de cultivo y explotacion
de yerbales en el pais, en especial en el departamento de Treintay Tres. También
presentd un proyecto de ley que no se aprobd, el cual proponia que “se declare
de interés nacional el cultivo y aprovechamiento de la especie llex paraguariensis
y la fabricacion de yerba mate”, asi como medidas para facilitar la produccion,
investigacion y extension del rubro. En 1965 la Junta Honoraria Forestal cre6 una
comision para estudiar y promover la produccion de yerba mate, presidida por el
botanico Atilio Lombardo, pero no hay registros de que haya cumplido sus
objetivos.

En la década de los 60 se dieron discusiones muy parecidas a las que se
dan actualmente en la sociedad, y en ambas ocasiones los disparadores fueron
el aumento del precio y la dependencia del mercado brasilefio para el
abastecimiento (Uruguay tiene...., 1995). Recientemente este debate se dio en
el afio 2013 cuando el precio aumentd un 46% en un afio (Dutour, 2013). En
ambas ocasiones, se introdujo en el debate la existencia de arboles de yerba
mate nativos y se discutié sobre si seria o no viable su explotacién comercial. Los
argumentos mayoritarios son desalentadores como que el clima o el suelo no
serian propicios, que el sabor del producto final no seria el mismo, o que no seria
viable econémicamente. Sin embargo en ninguna de las dos oportunidades se
llegd a alguna conclusion sobre la posibilidad de producir yerba mate en Uruguay.

Actualmente, en los departamentos de Treinta y Tres y Rocha existen
productores que llevan a cabo proyectos de multiplicacién y produccion de
plantas de yerba mate bajo el sistema de agrofloresta de manera exitosa. El
emprendimiento de Treinta y Tres comenz6 en el afio 2006 y cuenta con arboles



de 4 a 6 metros de altura.! A nivel institucional, INIA Tacuarembé tiene una linea
de investigacion de especies forestales nativas de interés, en el que se incluye a
llex paraguariensis (Bennadji et al., 2017), y en la Facultad de Agronomia se
estudioé la estructuracion geogréfica de la variabilidad genética de las poblaciones
naturales de Uruguay (Hernandez, 2019), y la capacidad de propagacion sexual
y asexual (Ross, 2017).

2.2.CARACTERISTICAS DE llex paraguariensis

2.2.1. Descripcidon botanica

llex paraguariensis pertenece a la familia Aquifoliaceae que esta
constituida por cuatro géneros, entre los cuales llex es el de mayor relevancia
econdémica y en cantidad de especies. Este género presenta una distribuciéon
cosmopolita, con una mayor concentracion en los tropicos que se extiende hacia
regiones templadas. Se estima que hay méas de 600 especies de llex en el mundo,
de las cuales alrededor de 200 se encuentran en América Central y Sudamérica,
una cantidad similar en China y el Sudeste asiatico (Giberti, 1995), y algunas
pocas especies en Europa, Africa y Australia tropical (Manen et al., 2002).

llex paraguariensis es un arbol que alcanza alturas de 15 a 18 m y
diametros de hasta 80 cm. Su tronco presenta corteza pardo-grisacea que se
desprende en escamas. De copa globosa y follaje persistente, presenta hojas
simples, alternas, glabras, coriaceas, obovadas a largamente obovadas, con
margen aserrado (Giberti 1994, Brussa y Grela 2007). Son arboles dioicos, las
flores femeninas con ovario globoso, con 4 a 5 6vulos. La floracién ocurre de
octubre a diciembre. El inicio de la fructificacion se da desde fines de octubre
hasta fines de diciembre, mientras que la maduracion ocurre de febrero a mayo
(Sousa et al. 2003, Pires et al. 2014). El fruto es una baya roja a violeta oscura al
madurar, de 0,4 a 0,55 cm de diametro, con el mesocarpo carnoso y el endocarpo
endurecido. Cada fruto contiene 4 a 5 pirenos, formados por la semilla botanica
mas el endocarpo lefioso, y miden aproximadamente 4mm de longitud y 3 mm de
ancho (Heuser et al. 1993, de Araujo Mariath et al. 1995).

1Demicheli, A. 2016. Com. personal.



2.2.2. Distribucidn geografica natural

El area de distribucion de llex paraguariensis se extiende desde el Sur
de Minas Gerais (Brasil), hasta zonas aisladas del departamento de Maldonado
(Uruguay) como limite Sur. Al Este el limite es la Sierra do Mar (Brasil), mientras
gue al Oeste llega a la provincia de Misiones (Argentina), a la zona Este de
Paraguay y Sureste de Matto Grosso en Brasil (Grondona, 1954). Los limites del
area central de distribucién se establecen entre 21° y 30°S de latitud, y 48° y
56°W de longitud (Malheiros de Oliveira y Rotta 1985, Aranda 1986). Por fuera
de esta area aparece en lugares aislados, como el caso de las poblaciones de
Uruguay, que se encuentran entre las latitudes 31°38’ y 34°15'S y longitudes
54°25’ y 56°02'W (Cascales et al., 2014).

El territorio uruguayo se encuentra dentro de la provincia fitogeogréafica
de la Pampa, la cual se caracteriza por presentar “campos” o pastizales con
abundancia de especies gramineas y ausencia de arboles (Cabrera y Willink,
1973). Sin embargo, la presencia de especies arboreas y arbustivas es notoria
en algunas zonas del pais que pueden diferenciarse en dos zonas fitogeograficas
diferentes: la flora oriental y la flora occidental. Las especies arbéreas de la flora
oriental se caracterizan por pertenecer en su mayoria a la provincia fitogeografica
paranaense, la flora del Sur de Brasil. En Uruguay, llex paraguariensis se
encuentra en toda la zona oriental, que se conforma a su vez por dos areas
disyuntas: el Noreste de Tacuarembo y Rivera por un lado, y un arco que va
desde las Sierras de Acegua hasta las Sierras de la Ballena y de las Animas,
pasando por Treintay Tres, Lavallejay Rocha. Se trata de areas geomorfologicas
complejas, compuestas por montes de quebrada y serranias, que ocupan en
general zonas bajas y humedas, abrigadas por las laderas y se consideran
nucleos de alta riqueza especifica (Grela, 2004).

2.2.3. Variabilidad genética vy biogeografia

La biogeografia estudia la distribucion espacial y temporal de las
especies mediante varios enfoques. Uno de los factores que considera son los
cambios climaticos a los que estuvieron expuestas las especies. Ante un cambio
climatico las especies suelen retraer su distribucion, y en los limites de esta
retraccion pueden quedar relictos o refugios: poblaciones que persisten en
enclaves aislados con clima adecuado, rodeados por areas con condiciones que
no permiten la existencia de la especie (Hampe y Jump, 2011). El aislamiento
implica que hay barreras tanto fisicas como bioldgicas que impiden el flujo génico
durante un largo periodo de tiempo, por lo que estas poblaciones suelen
presentar una fuerte estructuracién genética intrapoblacional y fuertes diferencias



genéticas entre ellas (Hampe y Petit, 2005). Estos refugios son importantes
reservas de diversidad genética por la adaptacion a las condiciones locales, asi
como también pueden ser una importante fuente de informacion sobre el
comportamiento de las especies ante el inminente cambio climatico (Hampe y
Petit, 2005).

En Uruguay se ha encontrado en especies herbaceas una fuerte
estructuracion dentro de las poblaciones que sugiere la existencia de refugios en
las serranias del Este (Cerro Largo, Treinta y Tres, Lavalleja y Maldonado) y en
el extremo Norte de la Cuchilla de Haedo (Salto, Tacuarembé y Rivera) (Vaio
2000, Speranza 2005, Speranza et al. 2007, Turchetto et al. 2014). En cuanto a
especies lefiosas, también se ha detectado estructuracion de la variabilidad
genética de las poblaciones naturales de Eugenia uniflora (Jolochin, 2017), cuya
distribucion es muy similar a la de |. paraguariensis.

La variabilidad genética dentro de las poblaciones de |. paraguariensis
en la regién central de distribucion es alta, pero las diferencias entre poblaciones
son bajas (Gauer y Cavalli-Molina, 1999). En las poblaciones de Uruguay la
diversidad genética respecto a dicha regién es menor, pero presentan alelos que
no estan presentes en la region central (Cascales et al., 2014). Recientemente
se ha demostrado que existe una fuerte estructuracion de la variabilidad
haplotipica de estas poblaciones, que poseen haplotipos que no estan presentes
en las poblaciones estudiadas de la regién central de distribucion (Hernandez,
2019). Dentro de las poblaciones de |. paraguariensis de Uruguay existen tres
acervos genéticos diferentes en el germoplasma uruguayo: las poblaciones de
Tacuaremb6 por un lado, las de Maldonado y Lavalleja juntos, y las de Treinta y
Tres por otro lado (Cascales et al.,, 2014). Esto hace de las poblaciones
uruguayas una importante fuente de variacion genética para posibles programas
de mejoramiento, y justifica la realizacion de esfuerzos para su conservacion. Es
probable que el germoplasma local se encuentre adaptado a las condiciones del
ambiente (suelo, temperatura, régimen de precipitaciones), que difieren
considerablemente de las de la region central de distribucion.

2.2.4. Propagacion de |. paraguariensis

Para pensar en un sistema de produccion de |. paraguariensis, un
programa de mejoramiento, o incluso para asegurar la conservacion de los
recursos genéticos locales, es necesario tener la capacidad de propagar la
especie. A nivel productivo se utiliza principalmente la propagacion por semilla,
gue conlleva menores costos y mayor facilidad de manejo respecto a la
propagacion vegetativa (Daniel, 2009). La reproduccion a través de semilla
produce individuos que son diferentes genotipica y fenotipicamente, lo cual



brinda una mayor capacidad de adaptacion de la poblacién a alteraciones bioticas
y abiodticas y asegura el mantenimiento de la diversidad genética de las
poblaciones. Por otro lado, |. paraguariensis también se puede reproducir
vegetativamente mediante esquejes, miniestacas, o por propagacion in vitro. Este
tipo de reproduccién tiene como ventaja la reproduccion de individuos
seleccionados, que tengan una mayor productividad, uniformidad de crecimiento
y calidad, y reduzcan el tiempo de crecimiento de los plantines. Estas técnicas
no se encuentran tan expandidas productivamente debido a que no se
encuentran suficientemente ajustadas para superar limitantes como el
enraizamiento o la sobrevivencia de los plantines (Brondani et al. 2007, Wendling
et al. 2013, Tronco et al. 2015). El Instituto Nacional de la Yerba Mate (Argentina)
recientemente ha impulsado la propagacion clonal de yerba mate mediante
macropropagacion por minicepas y miniestacas (Rocha et al., 2019).

La obtencion de semillas de buena calidad genética, fisica y sanitaria es
una de las principales limitantes para la produccion (Zanon, 1988). Los problemas
en la calidad genética refieren a que suele utilizarse semilla de origen
desconocido o con escaso mejoramiento genético. Por otro lado la calidad fisica
y sanitaria alude a la frecuencia con la que se encuentran semillas vacias,
deterioradas o parasitadas, que si bien varia entre lotes, en general es alta (De
Souza et al., 2017). Por otro lado, la reproduccion mediante semilla presenta
otros problemas como el bajo porcentaje de germinacioén, la desuniformidad y la
demora en la germinacion, que se atribuyen al tipo de dormicién que presenta la
especie.

2.3.DORMICION DE SEMILLAS

Las semillas sin dormicion germinan cuando se cumplen las condiciones
requeridas por la especie, como temperatura, humedad y concentracién de
oxigeno adecuada. En cambio, las semillas que presentan dormicién no podran
germinar aunque estén expuestas a condiciones favorables para su germinacion.
De esta manera, la germinacién ocurre cuando hay una mayor probabilidad de
gue las condiciones para el establecimiento de una nueva generacién de plantas
sean las mas convenientes (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006), y evita que
la semilla germine cuando se dan condiciones favorables a la germinacién en
momentos del afio en los que no es esperable que la descendencia pueda
sobrevivir (Vleeshouwers et al., 1995).

La dormicion es una caracteristica cuantitativa heredable, determinada
genéticamente por varios loci. Esto posibilita que haya variabilidad en la
dormicion entre poblaciones de la misma especie, dando una caracteristica



capaz de generar adaptacion a los ambientes donde crecen segun latitud, altitud,
temperatura, precipitaciones y caracteristicas del suelo (Baskin y Baskin, 2000).
Por otra parte, existe variabilidad intrapoblacional en la dormicién por el ambiente
durante el desarrollo de la semilla, donde la temperatura es un factor
determinante (Gualano y Benech-Arnold, 2009), y por efectos de la posicion de
las semillas sobre la planta madre (diferentes inflorescencias, partes de una
inflorescencia o posiciones dentro de un mismo fruto). Para un individuo puede
haber variaciones interanuales de la dormicién de sus semillas por diferencias
estacionales del ambiente. Esta variacion intrapoblacional en la dormicién
permite maximizar la chance de éxito en establecer un nuevo plantin (Fenner y
Thompson, 2005).

Las diferentes especies vegetales del mundo presentan diversos
mecanismos de dormicibn como resultado de procesos evolutivos y de
adaptacion a los ambientes en que se desarrollan. Baskin y Baskin (2000)
proponen una clasificacion jerarquizada, que tiene en cuenta el tipo de semilla 'y
de embrion, aspectos fisioldégicos, morfologicos, quimicos y ecoldgicos. Definen
basicamente cinco clases de dormicién: fisioldgica, morfolégica, fisica, y dos
casos combinados como morfofisiologica y fisica + fisiologica. Las semillas de
llex paraguariensis presentaria dormiciobn morfofisiologica al igual que otras
especies del género (Hu 1975, Tsang y Corlett 2005, Chien et al. 2011, Tezuka
et al. 2013), ya que presenta embriones no desarrollados y largos periodos de
tiempo para germinar (Niklas 1987, Heuser et al. 1993, Cuquel et al. 1994).

2.3.1. Dormicién morfofisiolégica

Las semillas con esta clase de dormicion presentan al mismo tiempo
factores morfolégicos vy fisiolégicos que impiden la germinacion. Es posible
comprender esta clase compleja de dormicién conociendo por separado sus dos
componentes (Baskin y Baskin, 2000).

La dormicién morfolégica ocurre en semillas que presentan embriones de
tipo rudimentario o lineal. Al momento de dispersion de la semilla, el embrién no
ha terminado de desarrollarse y para poder germinar debe pasar por las distintas
etapas de la embriogénesis, que en dicotiledoneas se clasifica por la forma que
tiene el embrién: globular, corazén, pos-corazén, torpedo y embribn maduro
(Niklas 1987, Heuser et al. 1993). Lo mas frecuente es encontrar embriones en
estado globular o corazén, pero hay reportes de encontrar con baja frecuencia
embriones mas desarrollados. Esto puede influir en la tasa de germinacion ya
gue los embriones en estado maduro pueden germinar mucho antes que
embriones en estado corazon (Niklas, 1987).
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La dormicion fisioldgica es la clase mas frecuente entre las especies que
presentan dormicién. En este caso los embriones estan completamente
desarrollados y los impedimentos para la germinacion pueden tener basicamente
dos origenes: i) impuesta por las cubiertas (endosperma, testa y otras cubiertas)
gue pueden resultar en limitantes mecéanicas, en la presencia de inhibidores de
la germinacion o en evitar el adecuado intercambio gaseoso, o ii) la dormicion es
impuesta por el propio embrion, mediante control genético y hormonal (Bewley et
al., 2013).

La dormicién fisiologica de una especie es variable y puede presentar
cualquier nivel de dormicién entre un maximo y un minimo caracteristico de cada
especie. El nivel de dormicién determina la amplitud del rango de condiciones en
gue las semillas pueden germinar. A mayor nivel de dormicion, el rango de
temperaturas o de disponibilidad hidrica en donde las semillas germinan es
menor, mientras que para un menor nivel de dormicién estos rangos se
ensanchan (Vleeshouwers et al., 1995). Los cambios en el nivel de dormicion
estan regulados genética y hormonalmente. Las hormonas que tienen mayor
relevancia son el acido abscisico (ABA) y las giberelinas (GA). El ABA esta
involucrado en la induccion y mantenimiento de la dormicion, mientras que las
GA participan en la promocion de la germinacion (Bewley, 1997). Cuando el nivel
de dormicién es alto, hay una alta sintesis in situ y sensibilidad al ABA, a la vez
gue es alta la degradacion y baja la sintesis y la sensibilidad de las GA. Por otro
lado, a medida que disminuye la dormicién, aumenta la sintesis y la sensibilidad
de GA, mientras que disminuye la sensibilidad al ABA y aumenta su degradacion.
El agregado exdégeno de GA promueve la germinacion cuando el nivel de
dormicion es bajo (Finch-Savage y Leubner-Mezger, 2006).

2.3.2. Factores ambientales que afectan la dormicién morfofisiol6gica

Para que una semilla con dormiciébn morfofisiolégica germine, la
dormicién fisiol6gica debe disminuir lo suficiente y luego el embrién debe crecer
y desarrollarse, o sea superar la dormicién morfolégica (Baskin y Baskin, 2000).
Las condiciones ambientales deben ser adecuadas para superar cada
componente de esta dormicién dual durante suficiente cantidad de tiempo. El
principal factor ambiental que provoca cambios en la dormicion (tanto morfologica
como fisiolégica) es la temperatura del suelo, modulada por el contenido de
humedad. Sin embargo es posible que cada componente de la dormicion requiera
diferentes niveles de estos factores para superarlos (Benech-Arnold et al. 2000,
Baskin y Baskin 2000).

En especies con dormicion fisiolégica, la disminucion de su nivel es
gradual. Al momento de la dispersién las semillas tienen determinado nivel de
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dormicion impuesto sobre la planta madre, conocido como dormicién primaria.
Una vez dispersadas, las condiciones ambientales en el suelo, principalmente
temperatura y humedad del suelo, hacen variar la dormicion a niveles mayores o
menores. Por ejemplo, semillas de especies anuales estivales que son
dispersadas con dormicion en otofio y pasan el invierno en el suelo, donde las
bajas temperaturas y el alto contenido de agua disminuyen su dormicion. Durante
la primavera presentan baja dormicion por lo que tienden a germinar. Sin
embargo, la fraccion de la poblaciébn que no germina, vuelve a entrar en una
dormicion mayor inducida por las temperaturas altas del verano. Esta dormicion
inducida fuera de la planta madre se conoce como dormicion secundaria
(Benech-Arnold et al., 2000).

Una vez que el nivel de dormicién ha disminuido lo suficiente, las semillas
presentan mayor sensibilidad a factores ambientales que terminan la dormicion,
como la alternancia de temperatura, la calidad y cantidad de luz, la presencia de
nitrato y la concentracion de gases como oxigeno, didxido de carbono y etileno,
gue remueven las ultimas restricciones para la germinacién (Benech-Arnold et
al., 2000). Estos factores le brindan informacion a la semilla sobre la profundidad
en el suelo y la competencia con otras plantas, factores que son cruciales para
la posterior sobrevivencia de la plantula.

En especies con dormicién morfofisiolégica cuando el componente
fisiolégico ya no es una limitante, el embrién es capaz de retomar su desarrollo
(superar dormicion morfolégica) cuando encuentra la temperatura y humedad del
suelo adecuadas. Las condiciones méas favorables para el crecimiento del
embridén pueden ser temperaturas calidas o frias, segun la especie (Baskin y
Baskin, 2000). Otros factores como la presencia de luz también pueden ser
importantes para superar dormicion morfolégica en algunas especies (Baskin y
Baskin, 2000). Una manera de analizar si la dormicion morfolégica esta cediendo
es medir peribdicamente el tamafio del embrion, y a partir de esto, se puede inferir
qué condiciones favorecen el crecimiento.

A nivel de laboratorio o de campo, para disminuir el nivel de dormicion y
adelantar u homogeneizar la germinacion, se pueden realizar tratamientos que
emulen las condiciones que se dan en los ambientes en que son dispersadas las
semillas. Los tratamientos mas utilizados para reducir la dormicion fisiolégica son
la estratificacion, la posmaduracion en seco y la escarificacion. La estratificacion
consiste en la exposicion de las semillas hidratadas a temperaturas calidas o frias
durante una determinada cantidad de semanas o meses. En la posmaduracion
en seco, en cambio, se exponen las semillas con un bajo contenido de humedad
(< 12%) a temperaturas calidas durante algunos meses (Benech-Arnold et al.,
2000). Por otro lado, la escarificacién consiste en un deterioro menor de las
cubiertas de forma quimica o0 mecanica, que promueve un mayor intercambio
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gaseoso Yy la degradacion de inhibidores, por lo que es util para semillas con
dormicién fisiologica provocada por las cubiertas (Bewley y Black, 1994).

2.3.3. Evidencias sobre dormicién y germinacion en |. paraguariensis

Las caracteristicas mas destacables del comportamiento germinativo de
|. paraguariensis es la muy alta dormicién que presentan las semillas, que se
mantiene durante un largo periodo hasta que comienzan a germinar, con baja
sincronia y bajo porcentaje de germinacion final. En condiciones naturales,
sembrando las semillas luego de la cosecha sin ningun tratamiento previo, el
tiempo hasta que germina la primera semilla duré entre 90 y 120 dias, y la
germinacién continué durante mas de 270 dias (Medeiros 1998, Daniel 2009). En
estas mismas condiciones el porcentaje de germinacién también fue variable
entre 5y 35% (Sturion 1988, Burtnik 2006, da Croce y Floss, citados por Daniel
2009). EI MAPA (2009) recomienda para esta especie colocar las semillas en
arena a temperaturas alternantes de 20/30°C, contar el nimero de germinadas a
partir de los 45 dias y culminarlo luego de un afio.

La busqueda de adelantar y mejorar la germinacio8n ha llevado a probar
diferentes tratamientos. Debido al desconocimiento de los mecanismos de
dormicion de las semillas, los tratamientos utilizados fueron aquellos que
funcionaron empiricamente para esta u otra especie de llex, o basados en las
condiciones naturales donde ocurre el reclutamiento de nuevos plantines. El fruto
de |. paraguariensis madura al final del verano, pasa el invierno en el suelo,
expuesto a temperaturas frias, y comenzaria a germinar en primavera (Catapan,
1998). El frecuente uso de la estratificacion en frio para disminuir la dormicion en
esta especie se basa en gue se pretende emular las condiciones de temperatura
y humedad durante el invierno (Zanon, 1988). Sin embargo, los resultados varian
segun el lote de acuerdo a los distintos autores. Hay evidencias de resultados
contrastantes utilizando condiciones y tiempos de estratificacion muy similares
(Cuquel et al. 1994, Catapan 1998). Sin embargo, hay coincidencias en que la
exposiciéon de las semillas a alternancia de luz y temperatura luego de la
estratificacion logra resultados de germinacion significativamente mayores que
con temperaturas constantes (Heuser et al. 1993, Catapan 1998).

La adicion de nitrato de potasio o de &cido giberélico a la solucién puede
promover la germinacion, al remover las ultimas restricciones del componente
fisiol6gico de la dormicion (Cuquel et al. 1994, Montesdeoca 2002). Por otro lado,
se ha utilizado la escarificacion quimica (distintas concentraciones de acido
sulftrico) o mecanica (lijado de las semillas) en algunos trabajos para debilitar las
cubiertas endurecidas de la semilla y asi permitir la entrada de agua (Arévalo
1998, Montesdeoca 2002). Sin embargo, Mello, citado por Medeiros (1998)
comprobd que las cubiertas endurecidas de las semillas de |. paraguariensis no
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son impermeables al agua, sino que solo retrasan su entrada a la semilla. Por
tanto, el efecto de la escarificacion, si existe, estaria asociado al deterioro de las
cubiertas externas o internas, lo cual en otras especies promueve la germinacion
por la degradacion de inhibidores o el aumento del intercambio gaseoso (Glison
et al., 2017).

Hubo varias otras técnicas que se probaron para mejorar la germinacion
de semillas de yerba mate, sin resultados satisfactorios. Entre algunos
tratamientos curiosos, se puede mencionar el someter a las semillas a un shock
térmico: 30 minutos sumergidas en agua caliente (50 o 100°C), o un dia de frio
con las semillas no humedecidas (5 0 -5°C, Schiaparini y Viecelli, 2011). También
se ha probado con remojos prolongados (Montesdeoca, 2002), donde se espera
que, bajo agua corriente, las semillas laven inhibidores de la germinacién (Bewley
y Black, 1994), e incluso se ha probado con estimulantes biolégicos como
sumergir las semillas en agua de coco por 24 horas (Schiaparini y Viecelli, 2011).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1.COLECTAY PROCESAMIENTO DE FRUTOS

Se seleccionaron para la colecta tres zonas representativas de la
distribucion de 1. paraguariensis en el pais, en los departamentos de
Tacuarembo, Treinta y Tres y Maldonado. La colecta en Tacuarembo se realizé
en la Gruta de los Helechos en marzo de 2016. A principios del mes de mayo del
mismo afo se realizaron las colectas en una poblacion proxima a la Quebrada
de los Cuervos en Treinta y Tres y en una zona cercana a Aigua en Maldonado
(Figura 1).

300 km

Figura 1. Ubicacioén de las poblaciones colectadas

De cada poblacién se seleccionaron tres arboles al azar y se colectaron
200 frutos de cada uno, que se colocaron en bolsas de plastico cerradas y se
mantuvieron en la heladera hasta su procesamiento. Los frutos se machacaron y
se apartaron las semillas con pinzas, colocandolas en papel absorbente himedo
para evitar su deshidratacion.
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3.2.ENSAYO DE GERMINACION

Se realiz6 un ensayo de germinacion con un disefio factorial completo.
Para las semillas de cada uno de los tres individuos de las tres poblaciones se
realizaron tres tratamientos de estratificacion: sin estratificacion, dos meses y
cuatro meses de estratificacion en frio. Ademas, al momento de ponerlas en
condiciones de germinacion, se probaron dos soluciones: agua destilada o 1000
ppm giberelinas (GAs, Sigma-Aldrich), concentracion dentro del rango usado para
promover germinacion en otras especies de llex (Chien et al., 2011). Los
tratamientos de estratificacion se realizaron en bandejas de plastico con 4 cm de
arena dulce, donde se colocaron las semillas y se cubrieron con un centimetro
de arena. Esto se humedecié con agua destilada hasta un punto cercano a la
capacidad de campo. Se cerr6 la bandeja, se envolvié en plastico negro opaco
para impedir el pasaje de luz y se coloco en la heladera a 9°C.

Las semillas se colocaron en condiciones de germinacion una vez
cumplido el tiempo de estratificacion, y para semillas sin estratificacion, al inicio
de las actividades. Se tomaron cuatro réplicas de 30 semillas por tratamiento de
estratificacion, individuo y solucion de germinacion. Cada réplica se coloco en
placas de Petri de 10 cm con 60g de arena dulce, humedecidas a capacidad de
campo con la solucién de germinacion correspondiente. Se envolvieron en nylon
film y se colocaron en una cAmara con alternancia de temperatura a 20/30°C y
de luz y oscuridad 12/12 horas.

Cada 15 dias, en tres de las cuatro réplicas, se contabilizé el nUmero de
semillas germinadas y se agregé agua destilada cuando fue necesario (1 a 2 ml).
Se consideraron germinadas aquellas semillas que presentaron la emergencia
de la radicula. Se midié durante 52 semanas (1 afio), y luego de finalizado este
tiempo se evalud la viabilidad de las semillas no germinadas mediante un test de
tetrazolio. Para esto se realizaron cortes transversales y laterales para asegurar
gue el reactivo tome contacto con el embrion. Se utiliz6 una concentracion de
tetrazolio al 0,5% y se colocé cubriendo las semillas en un recipiente oscuro a
30°C por 24 horas (Baskin y Baskin, 2000). La viabilidad se comprobd
evidenciando a los embriones tefiidos de color rosado. El nimero de semillas
viables se estimé como el niumero de germinadas sumadas a el nimero de no
germinadas viables.

3.3.CRECIMIENTO DE LOS EMBRIONES

La longitud de los embriones se midio por individuo, tratamiento de
estratificaciéon y solucion de germinacion utilizada. ElI primer momento de
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medicion fue previo al inicio de los ensayos de germinacion, para obtener un valor
inicial sin el efecto de los tratamientos. Durante la incubacion de la germinacion,
para cada momento de medicidén, se muestred de forma aleatoria 10 semillas de
la cuarta replica generada para cada combinacion de tratamientos e individuos,
por lo que estaban expuestas a la misma combinacion de tratamientos
planteados en el ensayo de germinacién. A cada semilla se la sometio al test de
tetrazolio, como se describié anteriormente. Los embriones se apartaron y se
observaron en un microscopio 6ptico con un aumento de 4x. Se ajusto la escala
y se midio la longitud del eje mayor de los embriones mediante el programa
DinoCapture 2.0 para Windows.

El marco de tiempo para los momentos de medicion posteriores al inicio
de los tratamientos se bas6é en Chien et al. (2011). Para el tratamiento sin
estratificacion la primera medida se realiz6 a las 7, la segunda a las 14 y la tercera
a las 19 semanas. Para los tratamientos con estratificacion se asumio que el
crecimiento de los embriones puede ocurrir mas temprano, por lo que los tres
momentos de medida se programaron para las semanas 5, 8 y 12 luego de entrar
en las condiciones de germinacion. Se considero la posibilidad de cambiar los
momentos de medicién una vez comenzado el ensayo, con el objetivo de detectar
el crecimiento de los embriones.

3.4. ANALISIS ESTADISTICO

3.4.1. Viabilidad y germinacion

Los datos de viabilidad y germinacién final se analizaron mediante un
modelo lineal generalizado (con distribucién binomial y funcién logit) con un
factorial completo de individuo (o poblacion), tratamiento de estratificacion y
presencia de giberelinas.

Gik =+ i+ Tj+ GAk + (I x Tij) + (I x GAk) + (T x GAK) + (I X T x GAik) + &I

donde G = germinacion, | = intercepto (media general), li = individuo con 9 niveles
0 poblacion con 3 niveles T; = tratamiento de estratificacion con 3 niveles, GAk =
solucién de germinacién con 2 niveles, | x Tj = interaccion entre individuo y
tratamiento con 27 niveles, | x GAi = interaccion entre individuo y solucion de
germinacion con 18 niveles, T x GAjk = interaccion entre tratamiento y solucion
de germinacion con 6 niveles, | x T x GAik = triple interaccion entre individuo,
tratamiento y solucidn de germinacion con 54 niveles y ¢ = error residual.

Se realiz6 un analisis de devianza con la funcion gim del paquete stat del
programa R para detectar diferencias significativas entre los factores y sus
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interacciones. Se estimaron las medias ajustadas y los intervalos de confianza
para cada combinacion de tratamientos. Para analizar las diferencias entre
distintos niveles de un factor, se construyeron contrastes ortogonales y las
diferencias se analizaron con el test de Tukey (a = 0,05). Todo lo anterior con
funciones del paquete Ismeans del programa R.

Se contemplo la posibilidad de realizar los analisis para un sub-conjunto
de datos que incluya algunos niveles de poblaciones, o tratamientos, para evitar
el andlisis con datos sin casos de éxito (sin germinacion) o con baja viabilidad
que podria acarrear alta variabilidad en residuales.

3.4.2. Crecimiento de embriones

Para el andlisis de la primera medicion de la longitud de los embriones,
previa a los tratamientos, se utilizé un modelo lineal general con individuo como
anico factor. Para los restantes momentos de medicion se utilizé un modelo lineal
general con un factorial completo de los 4 factores (individuo, estratificacion,
solucion de germinacion y momento de medicion) y sus interacciones. El efecto
de los factores y sus interacciones se analiz6 mediante un ANAVA con la funcion
Im del paquete stats en el programa R. Dado que es posible que algunos
muestreos presenten muy baja viabilidad, y por tanto, alta variabilidad dentro de
cada muestreo, también se evalué la posibilidad de realizar los analisis con un
sub-conjunto de datos con una adecuada viabilidad.
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4. RESULTADOS

4.1.COLECTAY PROCESAMIENTO DE LOS FRUTOS

Los frutos de Tacuarembd se cosecharon en marzo, mientras que las
colectas en Treinta 'y Tres y Aigua se realizaron dos meses después. En abril se
realiz6 una visita a la poblacion de Treinta y Tres y se observo una gran
proporcién de frutos inmaduros, por lo que se decidi6 aplazar estas colectas
hasta la primera quincena de mayo. Los frutos cosechados presentaron
diferentes estados de madurez, por lo que se realizé una clasificacion cualitativa
segun el color del fruto para registrar las diferencias (Figura 2). La proporcion de
los distintos estados de madurez de los frutos entre y dentro de las poblaciones
fue diferente (Cuadro 1). Si se considera como fruto maduro a partir de la
categoria 4, los tres individuos de Tacuarembd presentaron el 100% de los frutos
maduros, mientras que apenas un 15% de la totalidad de los frutos cosechados
en Treinta y Tres se encontraron maduros. Por otro lado, solamente dos de los
tres individuos de Aigua presentaron la mayor parte de los frutos maduros.

Figura 2. Clasificacién de los estados de madurez de los frutos colectados segun
el color del fruto

Durante la diseccién de los frutos de Treinta y Tres se encontraron
numerosas semillas con orificios, posiblemente provocados por algun insecto.
Posteriormente, durante la diseccion de las semillas para llevar a cabo el test de
tetrazolio se detect6 dentro de algunas semillas la presencia de insectos que si
bien no se identificaron, tenian apariencia de pequefios himendpteros.
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Cuadro 1. Fecha de cosecha y porcentaje de frutos cosechados en cada estado
de madurez para cada individuo

Fecha de Estado de madurez”
Poblacion Individuo cosecha 1 2 3 4 5 6
Tacuarembd Tbol 08/03/2016 O 0 0 100 O 0
Tho2 08/03/2016 O 0 0 0 100 O
Tho3 08/03/2016 O 0 0 0 0 100
Treintay Tres Tyt4 03/05/2016 O 67 O 0 33 O
Tyts 03/05/2016 O 95 0 5 0 0
Tyt6 03/05/2016 O 94 0 6 0 0
Aigua Aig7 10/05/2016 O 0 0 0 0 100
Aig8 10/05/2016 O 0 78 0 22 0
Aig9 10/05/2016 O 0 15 0 85 0

" Segun la clasificacion de la Figura 2

4.2.ENSAYO DE GERMINACION

4.2.1. Viabilidad

Hubo diferencias entre poblaciones en la viabilidad de las semillas (P <
0,001). Los individuos de Tacuarembé presentaron un rango entre 54% y 82%
de semillas viables (valores promedio por individuo). Mientras que el rango de la
poblacion de Treinta y Tres estuvo entre 5y 31%, y el de la poblacién de Aigua
estuvo entre 4 y 50% (Figura 3). También se registraron diferencias significativas
entre tratamientos de estratificacion y entre la soluciéon de germinacion utilizada
(P < 0,001). Para la condicion sin estratificacion la viabilidad media fue de 34%,
mientras que los tratamientos con 2 y 4 meses de estratificacion presentaron 28%
y 29% respectivamente. A su vez la viabilidad cuando se utilizé agua destilada
fue en promedio mayor a la viabilidad cuando se utiliz6 GA, 33% y 28%
respectivamente. Hubo interaccion individuo x solucion de germinacion (P <
0,001). Solo en el individuo Aig7 se encontré mayor viabilidad para todos los
tratamientos de estratificacion cuando la solucién fue agua destilada que cuando
fue con giberelinas. Ademas, se detecto interaccion triple (P = 0,008), que se
explica porque se registraron diferencias entre los niveles de un factor en algunas
combinaciones de los restantes factores. Por ejemplo, hubo diferencias en
viabilidad entre agua y giberelinas en algunos individuos para el tratamiento sin
estratificacion (Aig7 y Aig9), para otro individuo en el tratamiento con 2 meses de
estratificaciéon (Tyt4) y para otro diferente en el tratamiento con 4 meses de
estratificacion (Tyt6).
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T1 corresponde a semillas sin estratificacion, T2 a semillas con 2 meses de estratificacion, y T3
a semillas con 4 meses de estratificacién. En azul semillas con agua destilada y en anaranjado
semillas con solucién de giberelinas. Las poblaciones estan ordenadas por filas de graficos: arriba
los individuos de Tacuarembd, al medio los de Treinta y Tres y abajo los de Aigua. Las lineas
verticales corresponden al limite de confianza de 95%.

Figura 3. Porcentaje de viabilidad de semillas luego de un afio a 20/30°C para
cada individuo de las tres poblaciones

4.2.2. Germinacion

La germinacion fue nula en 134 de 162 réplicas, y en las que hubo se dio
de forma irregular durante la evaluacion. El tiempo requerido para la germinacién
de la primera semilla fue de 24 semanas de incubacion. Las tres poblaciones
comenzaron a germinar entre la semana 24 y 26. El fin de la evaluacion (52
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semanas) se tomd arbitrariamente, por lo que el porcentaje de germinacion
podria ser mayor si se evaluara durante mas tiempo.

El efecto mas evidente sobre la germinacion fue el del tratamiento de
estratificacion (P < 0,001). Salvo excepciones (3 semillas), no hubo germinacion
en los tratamientos con estratificacion, pero si hubo germinacion para semillas
sin estratificacion (Figura 4). El analisis con el modelo completo no logro
converger por el alto nimero de casos con germinacion nula.

Para responder si hubo diferencias entre poblaciones y entre la soluciéon
de germinacién utilizada, se ajusté un modelo reducido con sélo los datos del
tratamiento sin estratificacion (T1). Se registraron diferencias entre las
poblaciones (P = 0,001), donde Tacuarembs presentd la mayor germinacion
(17%), mientras que Aigua y Treinta y Tres presentaron los valores mas bajos
(10% y 7%, respectivamente). El efecto del agregado de giberelinas también
resulté significativo (P < 0,001). Sin embargo, dentro del sub-set de datos
analizados, sigue habiendo combinaciones de individuo x giberelinas sin
germinacion que dificultan la correcta estimacion por parte del modelo. Por tanto,
se ajustdé un modelo lineal para los datos de semillas sin estratificacion de la
poblacién de Tacuarembd. Los factores considerados fueron los tres individuos y
el agregado o no de giberelinas. De este analisis se desprende que persiste el
efecto del agregado de giberelinas, que alcanza 27% de germinacién en
promedio, mientras que 11% germinaron con agua destilada.

Se registré una alta variabilidad de residuales que se refleja en el rango
obtenido para los limites de confianza al 95% (Figura 4). Se obtuvo alta
variabilidad en aquellos casos donde hubo germinacion pero el numero de
semillas viables fue bajo (< 20 semillas viables de 90 sembradas), como en Tyt4,
Tyt6, Aig8 e Aig9 (Figura 4). Por ejemplo, en el caso de Aig8, en el tratamiento
sin estratificacion con giberelinas, el nimero de semillas viables fue 7, y germiné
una sola. El modelo en este caso devolvid un limite superior para el intervalo de
confianza de 58% e inferior de 2%.
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T1 corresponde a semillas sin estratificacion, T2 a semillas con 2 meses de estratificacion, y T3
a semillas con 4 meses de estratificacion. En azul semillas con agua destilada, en anaranjado
semillas con solucion de giberelinas. El nimero entre paréntesis corresponde al numero de
semillas viables de un total de 90 semillas (30 por réplica). Las poblaciones estan ordenadas por
filas de gréficos: arriba los individuos de Tacuarembd, al medio los de Treinta y Tres y abajo los
de Aigud. En los casos en que no hubo germinacién se colocd un cero. Las lineas verticales
corresponden al limite de confianza de 95%.

Figura 4. Porcentaje de semillas germinadas luego de un afio a 20/30°C en
funcién de las semillas viables para cada individuo de las tres poblaciones
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4.3.CRECIMIENTO DE LOS EMBRIONES

Para los datos de longitud inicial de los embriones, no se encontrd
diferencias significativas entre las poblaciones (P = 0,226), pero si hubo
diferencias entre individuos (P < 0,001). Aig9 fue el individuo que presento la
mayor longitud de embriones (0.40 mm), mientras que Tyt6 presento la menor
longitud (0.23 mm). Cabe destacar que para Tyt6 y para Aig9 el nimero de casos
registrados fue bajo (4 y 2 respectivamente), ya que la mayor parte de sus
semillas no presentaron un embrién viable.

En cuanto a las mediciones posteriores al inicio de los tratamientos, los
embriones de la poblacion de Tacuarembd fueron los primeros en ser medidos.
Como no se registrd una mayor frecuencia de embriones de mayor tamafio en
los momentos de medicion seleccionados, se resolvié incrementar el tiempo entre
momentos de medicion para las poblaciones de Treinta y Tres y Aigua (Cuadro
2). Sin embargo, tampoco se logr6 observar una mayor frecuencia de embriones
mas grandes (Figura 5). En general, se observaron embriones en estado globular
y corazén, y algunos casos puntuales de embriones mas grandes en estado pos-
corazoén o torpedo, independientemente del individuo, tratamiento o momento de
medicion (Figura 6 en Anexos).

Cuadro 2. Momentos en que se realizaron las mediciones de los embriones segun
el numero de semanas que las semillas estuvieron en las condiciones de
germinacion (20/30°C), para cada poblacién y tratamiento de estratificacion

Semanas en condiciones de germinacion
Tratamiento | Poblacion (|2 |4 |7 |11]12|14|18|19|23|32|36
T1 Tho 1 2
T1 Tyty Aig 1 2
T2 Tho 12
T2 Tyty Aig 1 2
T3 Tho 1 2
T3 Tyty Aig 1] 2

En amarillo se indican las primeras mediciones, en anaranjado las segundas, y en rojo las terceras
mediciones de cada poblacién y tratamiento.

Para ajustar el modelo lineal factorial, no se incluyeron los datos del
tercer momento de medicién para el tratamiento con 4 meses de estratificacion
de la poblacion de Tacuarembo, ya que se detectaron problemas con la medicion.
Hubo diferencias significativas en la longitud de embriones entre individuos,
momento de medicion y la triple interaccion individuo x solucién x momento (P <
0,01). No se detectaron diferencias entre tratamientos de estratificacion (P >
0,05). La triple interaccion se explica porque las diferencias entre los momentos
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de medicién se encontraron en algunos individuos cuando la solucion contenia
giberelinas, pero para otros, se encontraron cuando la soluciébn era agua
destilada. En algunos casos, los resultados obtenidos se generaron con muy bajo
namero de casos, principalmente para los tres individuos de Treintay Tres y para
el individuo Aig8 de Aigua (Cuadros 3, 4, 5y 6 en Anexos). El individuo Aig9, que
tuvo un numero significativo de casos, presenté una mayor longitud de embriones
con respecto a cualquiera de los individuos de Tacuarembd para el segundo y
tercer momento de corte (P < 0,05).

Tacuarembd Treintay Tres Aigua
0,5
_ 0 o0
04 | — — T g E — T o : E
—1 | ’

0,3 = R - | | ; ! B

— L : - — _ 0
0,21 0
0,15

I B e o e A B e—
o 1 2 3 o 1 2 3 o 1 2 3

Los datos corresponden a las semillas que no tuvieron estratificacion. El momento 0 corresponde
a la medicion inicial, previa a los tratamientos.

Figura 5. Boxplot con el tamafio (mm) de los embriones medidos de cada
poblacién, en cada momento de medicion (1, 2 y 3), de semillas que no tuvieron
estratificacion

Dado el muy bajo niumero de embriones medidos en las poblaciones de
Treinta y Tres y Aigua, se resolvié ajustar un modelo lineal factorial reducido con
los datos de los individuos de Tacuarembd, los que presentaron en casi todos los
casos mas de 5 datos. En este modelo, no se detectd ninguna diferencia para
ninguno de los factores (individuo, tratamiento de estratificacion, giberelinas y
momento de medicion) ni sus interacciones.
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5. DISCUSION

5.1.VIABILIDAD Y GERMINACION

La viabilidad de las semillas de las poblaciones de I. paraguariensis no
es un tema que se mencione con frecuencia en los trabajos publicados sobre la
especie. Galindez et al. (2018) observaron una viabilidad de 40%, similar a la de
algunos individuos de Aigué, mayor a la de la poblacién de Treintay Tres y menor
a la de Tacuarembd. Las diferencias entre poblaciones en la viabilidad de las
semillas fueron significativas, pero no se puede concluir que se deban solo a
factores genéticos. Las condiciones ambientales durante el desarrollo de las
semillas deben haber sido muy dispares, tanto por los sitios como por las fechas
de cosecha.

La polinizacién puede ser de las principales limitantes para obtener
mayor viabilidad de semillas. Para que la polinizacion sea exitosa en una especie
dioica es necesario que exista una distancia y una proporcién adecuada (1:1)
entre arboles con flores masculinas y con flores femeninas (Floss 1994, Sousa et
al. 2003). Es posible que la baja densidad de estas poblaciones disminuya la
chance de la polinizacién, asi como también pueden influir la sincronia entre la
liberacion del polen y la receptividad del estigma (Sousa et al., 2003). También
la temperatura y la humedad del aire pueden afectar la viabilidad del polen,
ademas de la presencia y actividad de insectos polinizadores (Daniel, 2009). Por
otro lado, la incidencia de plagas también puede afectar el nimero de semillas
viables. Se ha reportado para |. paraguariensis la incidencia de un insecto de la
familia Torymidae que se alimenta del endosperma y embrién de la semilla y
luego sale realizando un orificio que puede ser observado a simple vista en las
semillas (De Souza et al., 2017).

Hubo diferencias entre poblaciones en la respuesta germinativa de las
semillas. Esto no es sorprendente, ya que se ha registrado en muchas especies,
y en muchos casos las diferencias se asocian al sitio de origen de las poblaciones
(Wagmann et al. 2012, Sales et al. 2013). En llex maximowicziana, se
encontraron diferencias en la dormicion de semillas asociadas al sitio de origen
de cada poblacion (Chien et al., 2011). Las diferencias en la germinacion entre
las poblaciones nativas de |. paraguariensis fue resultado de la expresion del
nivel de dormicion de cada individuo. Esta caracteristica tiene componentes
genéticos y ambientales (efecto materno). Sin embargo, al igual que la viabilidad,
no es posible atribuir las diferencias encontradas a ninguno de los dos
componentes, dadas las diferencias en el momento y lugar de las cosechas. Por
otro lado, los diferentes estados de maduracion en que se colectaron los frutos
no seria un factor influyente sobre el porcentaje de semillas germinadas (Fontana
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et al., citados por Daniel, 2009) ya que la dormicion se impondria cuando los
frutos son inmaduros (Flowler y Sturion, 2000).

En semillas con estratificacion, no se registré practicamente eventos de
germinacion. Este efecto fue consistente, independientemente del individuo o la
solucion de germinacion. La estratificacion en frio se ha propuesto para disminuir
la dormicion en especies con dormicion fisiolégica de crecimiento estival (Batlla
y Benech-Arnold, 2010), por lo que mediante este tratamiento, se esperaba
obtener un mayor porcentaje de germinacion y un menor periodo para que
comenzara la germinacion. Esta nula germinacion significa que el tratamiento de
estratificacion en frio escogido afectd la dormicion de las semillas, ya que las
semillas sin estratificacion lograron germinar en las mismas condiciones.
Ademas, no hubo grandes variaciones en la viabilidad de las semillas en
estratificacién con respecto a las no estratificadas. Todo esto permite sugerir que
las semillas con estratificacion en frio adquirieron dormicion secundaria. Una
posible causa es la cantidad de agua en el sustrato que pudo provocar la falta de
oxigeno, uno de los factores que puede aumentar el nivel de dormicion (Baskin y
Baskin, 2000).

El efecto del agregado de giberelinas suele ser, al igual que la
estratificacion en frio, positivo para adelantar y aumentar la germinacion en
especies con dormicion fisiologica (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006). Si
bien otros trabajos en germinacion de |. paraguariensis no muestran un efecto
significativo de las giberelinas (Cuquel et al. 1994, Montesdeoca 2002), el efecto
observado en los resultados del ensayo evidencia el caracter fisiologico de la
dormicion de |. paraguariensis.

Las especies con dormicidén morfofisiolégica a menudo requieren
diferentes estimulos del ambiente para la superacion del componente fisiolégico
y para el crecimiento del embribn (componente morfolégico). Estos
requerimientos son variables dentro del género llex; Galindez et al. (2018)
demostraron diferentes requerimientos para seis especies de llex de la region
subtropical de Argentina, entre ellas I. paraguariensis. La estratificacion fria no
alcanz6 en ningln caso una germinaciéon mayor a 2% para |. paraguariensis,
mientras que para otras especies superé al control sin estratificaciéon. Tampoco
observaron un efecto de las giberelinas en la germinacion de I. paraguariensis. A
partir de estas observaciones, los autores concluyen que el mejor tratamiento
para la superacién de la dormicién de esta especie es la estratificacién calida.
Esto contradice el tratamiento que se realiza tradicionalmente para yerba, incluso
lo que se recomienda en manuales de produccién, y se mantiene la incégnita de
si la estratificacion céalida es util para reducir la dormicion para las poblaciones de
Uruguay.
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En resumen, los efectos observados en los tratamientos de estratificacion
y agregado de giberelinas permiten confirmar el componente fisiol6gico de la
dormicién de las semillas de |. paraguariensis que ya fue sugerido por Galindez
et al. (2018). Es decir que ademas de presentar embriones no desarrollados
presenta bloqueos fisiologicos que responden a factores ambientales que los
agudizan o alivian.

5.2.CRECIMIENTO DE LOS EMBRIONES

Las poblaciones no presentaron diferencias significativas en cuanto al
tamanfo inicial de los embriones, si bien se detectaron algunos casos puntuales
de tamafios muy por encima o muy por debajo de la media. La variabilidad entre
individuos en esta caracteristica es esperable; de acuerdo a algunos autores, las
semillas que al madurar tienen embriones mas grandes germinan antes, y esto
explica en parte el amplio periodo de germinacion registrado (Niklas 1987,
Heuser et al. 1993). El origen de esta variacion puede ser por el ambiente durante
el desarrollo de las semillas (efecto materno). Se ha registrado diferencias en el
tiempo para que comience la germinacion entre poblaciones de distintas regiones
de Brasil asociado con el tamafio de los embriones y el sitio de produccion; las
mas al Norte presentaron embriones mas desarrollados que las del Sur. Se han
propuesto factores como la temperatura media anual y la cantidad de horas de
luz durante el desarrollo del embrién para explicar el fenébmeno (Fowler et al.,
2010).

Mediante las sucesivas mediciones de los embriones se esperaba
detectar el crecimiento de los mismos, que evidencia el momento en que la
dormicion fisiolégica ha disminuido lo suficiente y comienza a disminuir la
morfologica (Baskin y Baskin, 2000). Sin embargo, no se logré detectar
crecimiento significativo durante todo el periodo en que se midié (hasta 36
semanas). La germinaciéon comenz6 a las 24 semanas y se dio de forma irregular
hasta el fin de la evaluacién, revelando una alta variabilidad intrapoblacional en
el nivel de dormicién que no hizo posible detectar una tendencia general en el
crecimiento de los embriones. Esta variabilidad se puede explicar por la
presencia de algunos embriones de tamafo inicial por encima de la media
(variabilidad en dormicion morfoldgica), pero también por niveles de dormiciéon
fisiologica diferentes. Por otro lado Galindez et al. (2018) afirman que el
crecimiento del embrion de I. paraguariensis es notablemente mas lento que el
de otras especies de llex, ya que demoré 12 semanas en duplicar de 0,1 a 0,2 el
ratio embridén:semilla y 12 semanas mas en volver a duplicarlo de 0,2 a 0,4 bajo
condiciones de 15/25°C. Bajo otras condiciones de temperatura, entre ellas
20/30°C, el crecimiento fue mas lento aun.



28

La diferencia en viabilidad con la que se comenzo6 el ensayo no permite
ser contundente en las conclusiones. Por tanto, se sugiere que previamente se
enriquezca el lote mediante algun método, como flotacién de las semillas, para
asegurar una mayor proporcion de semillas viables y disminuir el error, tanto para
medir germinacion como para medir embriones (Cunha y Ferreira 1987, Burtnik
2003). Seria también importante evaluar el método de muestreo, que en este
trabajo se realiz6 totalmente al azar. Se sugiere para futuros ensayos que se
utilice una menor cantidad de agua al momento de realizar una estratificacion.
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6. CONCLUSIONES

Este trabajo presenta evidencias sobre el comportamiento germinativo
de las poblaciones nativas de yerba mate en Uruguay. Los resultados sustentan
la existencia de ambos componentes de la dormiciéon morfofisiologica de |I.
paraguariensis; la fisiologica, por la respuesta a las giberelinas y a la
estratificacion en frio, y la morfoldgica por el desarrollo de los embriones. Esto es
relevante, ya que en la mayor parte de los trabajos sobre germinacion de la
especie se suele considerar inicamente el componente morfolégico de esta clase
de dormicion. A partir de esto, se podria pensar en probar otros factores que
afectan la dormicién fisiolégica, como el agregado de nitrato o la estratificacion
calida (con menor humedad), que podrian tener un efecto sobre la germinacion
de esta especie.

No se pudo ser concluyente sobre la existencia de variabilidad en la
dormicién entre poblaciones debido a la alta variabilidad intrapoblacional y la baja
viabilidad observada, principalmente en la poblacion de Treinta y Tres. No se
conocen las causas de la baja viabilidad, y podria ser un problema para la
conservacion de esta poblacién, por lo que seria importante investigar mas sobre
este aspecto. Se recomienda para futuras evaluaciones descartar previamente
las semillas muertas.
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7. RESUMEN

llex paraguariensis es un arbol con cuyas hojas se produce la yerba mate,
bebida de gran importancia cultural y econdmica en Sudamérica. En Uruguay
existen poblaciones nativas que corresponden a la zona mas austral de la
distribucion natural de la especie. Existen evidencias de que estas poblaciones
de |. paraguariensis son genéticamente diferentes, y diferentes a las de la zona
central de distribucién, por lo que constituyen un valioso recurso genético. Estas
poblaciones han sido muy poco estudiadas hasta la actualidad. La reproduccion
a través de semillas presenta limitantes como un periodo muy extenso para que
comience la germinacién, bajo porcentaje de germinacion, y germinacion poco
uniforme, ya que poseen dormicion morfofisiolégica. Se estudio el
comportamiento germinativo de tres poblaciones nativas provenientes de
Tacuarembd, Treinta 'y Tres y Aigud, utilizando tratamientos de estratificacion en
frio factorializado con el agregado o no de giberelinas, con el objetivo de detectar
si algun tratamiento lograba adelantar la germinacién o aumentar el porcentaje
de germinaciéon. No se obtuvo diferencias en el porcentaje de germinacion entre
poblaciones, pero si en la viabilidad de las semillas, donde la poblacién de
Tacuaremb6 presentdé una viabilidad significativamente mayor a las otras
poblaciones. En los tratamientos de estratificacion en frio se colocé un alto
volumen de agua, que habria inducido a las semillas a una dormicion secundaria,
ya que no germinaron pero permanecieron viables. El agregado de giberelinas
tuvo un efecto positivo en el porcentaje de germinacién. También se realizo
mediciones de la longitud de los embriones expuestos en tres momentos durante
la incubacion para intentar captar el momento en que comienzan a crecer. No se
consiguié dicho objetivo, lo que sugiere que, durante la mayor parte del tiempo
de incubacion, las semillas no lograron disminuir lo suficiente el componente
fisiolégico de la dormicién que impide que el embrion comience su desarrollo.
Estos resultados permiten sustentar la existencia de ambos componentes de la
dormicién morfofisiolégica de la especie, y plantean la necesidad de mayor
investigacion acerca de las poblaciones nativas de Uruguay.

Palabras clave: Dormicion morfofisiolégica; Estratificacién en frio; Giberelinas;
Viabilidad de semillas; Yerba mate.
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8. SUMMARY

llex paraguariensis is a tree species whose leaves are used to produce
yerba mate, a beverage with high economic and cultural importance in South
America. The native populations in Uruguay are the southernmost of the species
natural distribution. There is evidence that these I. paraguariensis populations are
genetically different among them, and also different from those at the central area
of distribution, which makes them a valuable genetic resource. These populations
have not been studied much until today. The reproduction through seeds presents
limitations, as very long germination timing, and a low germination percentage,
due to they have the morphophysiological dormancy class. The germination
behavior was studied through three native populations from Tacuarembd, Treinta
y Tres and Aigua, using cold stratification treatments factorialized with or without
addition of gibberelic acid, to find out if any treatment could decrease germination
timing or increase its percentage. No differences were found in germination
between populations, but there were differences in seed viability, where
Tacuarembd population showed significantly higher values. Cold stratification
treatments were carried out with a high water volume, which would have induced
the seeds into a secondary dormancy, as these seeds did not germinate but
remained viable. The addition of gibberelic acid had a positive effect on the
germination percentage for non-stratified seeds. Embryo length measurements
were made in three moments, to determine when they start growing during
germination. That objective was not achieved, which suggests that during the
most part of incubation the seeds were not able to reduce enough the
physiological component of seed dormancy, which prevent morphological
component release (embryo growth and development). These results allow to
sustain the existence of both components (physiological and morphological) of I.
paraguariensis seed dormancy, and discuss the relevance of increasing
investigation on Uruguayan native populations.

Key words: Morphophysiological dormancy; Cold stratification; Gibberellins; Seed
viability; Yerba mate.
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10. ANEXOS

a) ‘. b)

DLO
- DLO
L=0.555 mm . . L=0.733 mm

. - -

Los embriones correspondientes a a), b), y c) se encuentran en el estadio de corazén, d) y €) en
el estadio de pos-corazéon y f) en el estadio de torpedo (Heuser et al, 1993).

Figura 6. Fotos de embriones en las distintas etapas de desarrollo tomadas
durante las mediciones



Cuadro 3. Medias ajustadas y error estandar del tamafio inicial de embriones
medidos por individuo para las semillas sin tratamientos

Poblacion Individuo Longitud (mm)
Tacuarembd Thol 0,36 + 0,02 (7)
Tho2 0,30 = 0,02 (6)
Tho3 0,32 + 0,01 (10)
Treintay Tres Tyt4 0,30 £ 0,03 (5)
Tyt5 0,35+ 0,03 (7)
Tyt6 0,23 £0,03 (4)
Aigua Aig7 0,33+ 0,02 (9)
Aig8 0,30 = 0,02 (6)
Aig9 0,40 + 0,04 (2)

* Entre paréntesis se muestra el nUmero de semillas cuyo embrién pudo ser medido, las restantes
(de un total de 10) no contenian un embrion viable.



Cuadro 4. Medias ajustadas y error estandar del tamafio de embriones en los tres momentos de medicion, por
individuo y agregado de giberelinas (GA) o agua destilada, para las semillas que no fueron sometidas a

estratificacion

Medicién 1 Medicion 2 Medicion 3
Poblacién Individuo Agua GA Agua GA Agua GA
Tacuarembd Tbol 0,29+ 0,02 (8) 0,37 +0,02(7) 0,33+0,01(10) 0,32+0,02(6) 0,37 £0,02 (5) 0,33+0,02(5)
Tho2 0,33+0,02(7) 0,35+0,02(7) 0,31+0,02(8) 0,31+0,02(7) 0,33+0,02(9) 0,34 +0,02 (8)
Tho3 0,32 +0,02 (4) 0,34+0,02(6) 0,33+0,02(7) 0,36+0,02(6) 0,37 +0,02(8) 0,33 +0,02(7)
Treintay Tres Tyt4 0,35+ 0,04 (2) 0,39 +0,04 (2) 0,35+0,06(1) 0,42+0,06(1) 0,42+ 0,06 (1) 0,26 + 0,06 (1)
Tyt5 0,31+ 0,06 (1) 0,37 £0,04 (2) NA 0,40 + 0,06 (1) 0,47 £0,04 (2) 0,40+ 0,04 (2)
Tyt6 0,33+ 0,04 (2) NA 0,37+ 0,06 (1) NA 0,34 + 0,03 (4) NA
Aigua Aig7 0,34+0,02 (7) 0,31+0,03(4) 0,31+0,03(5) 0,45+0,04(2) 0,31+0,02(6) 0,37 £0,03 (4)
Aig8 NA 0,30+ 0,04 (2) 0,40+ 0,06 (1) 0,34+0,04(2) 0,29 +0,06 (1) NA
Aig9 0,37 +0,03 (4) 0,37 +0,03(5) 0,39+0,03(5) 0,42+0,03(4) 0,41+0,02(8) 0,44 + 0,03 (3)

Entre paréntesis se muestra el nUmero de semillas cuyo embrién pudo ser medido, las restantes (de un total de 10) no contenian un
embridn viable. NA: ninguna de las 10 semillas presenté un embrién viable.



Cuadro 5. Medias ajustadas y error estandar del tamafio de embriones en los tres momentos de medicién por
individuo y agregado de giberelinas (GA) o agua destilada, para las semillas que fueron sometidas a dos meses de
estratificacion

Medicion 1 Medicion 2 Medicion 3

Poblacion Individuo Agua GA Agua GA Agua GA
Tacuarembd Thol 0,32+0,02 (4) 0,36+0,02(9) 0,34+0,02(5) 0,34+0,02(7) 0,34+0,02(6) 0,34 +0,02(8)

Tho2 0,35+0,02(9) 0,33+0,02(8) 0,35+0,02(5) 0,34+0,02(6) 0,35+0,02(6) 0,36+ 0,02 (7)

Tho3 0,31+0,02 (7) 0,32+0,02(7) 0,31+0,02(6) 0,34+0,02(6) 0,32+0,02(8) 0,33+0,02 (6)
Treintay Tres Tyt4 NA 0,37+ 0,06 (1) 0,28 +0,06 (1) 0,54 +0,04 (1) 0,38+0,06 (2) NA

Tyt5 0,34+0,04 (3) 0,33+0,03(4) 0,41+0,06 (1) 0,36 +£0,06(1) 0,34+0,04(3) 0,43+0,04(2)

Tyt6 0,29 +£0,04 (2) 0,35+0,04(2) NA 0,45+0,06 (1) 0,40+0,4(2) 0,28+0,04(2)
Aigua Aig7 0,33+0,03(5 0,30+0,03(4) 0,31+£0,04(2) 0,33+0,03(3) 0,33+0,04(2) NA

Aig8 0,31+0,06 (1) NA NA NA NA NA

Aig9 0,38+ 0,03 (4) 0,40+0,02(6) 0,40+0,03(3) 0,44 +£0,04 (2) NA 0,32+ 0,04 (2)

Entre paréntesis se muestra el nUmero de semillas cuyo embrién pudo ser medido, las restantes (de un total de 10) no contenian un
embrion viable. NA: ninguna de las 10 semillas present6é un embrién viable.



Cuadro 6. Medias ajustadas y error estandar del tamafio de embriones en los tres momentos de medicién por
individuo y agregado de giberelinas (GA) o agua destilada, para las semillas que fueron sometidas a cuatro meses
de estratificacion

Medicion 1 Medicion 2 Medicion 3
Poblacion Individuo Agua GA Agua GA Agua GA
Tacuaremb6 Tbol 0,36 £ 0,02 (5) 0,34+0,02(5) 0,34+0,02(4) 0,33+0,02(4)* 0,26 +£0,02 (5)* 0,28 £ 0,02 (4)*
Tho2 0,32+0,02(6) 0,34+0,02(9) 0,36 £0,02(8) 0,35+0,02(8)* 0,21 +0,02 (4)* 0,24 £ 0,02 (9)*
Tho3 0,34+0,02(9) 0,33+0,02(8) 0,37 +0,02(7) 0,31+0,02(9)* 0,26 +£0,02 (9)* 0,21 £ 0,02 (4)*
Treintay Tres Tyt4 0,40+0,06 (1) 0,36 +0,06(1) 0,35+0,06 (1) 0,42+0,06(1) 0,44+0,06(1) 0,42+0,06 (1)
Tyt5 0,34+0,04(2) 0,32+0,03(4) 0,42+0,06 (1) NA 0,35+0,04 (2) 0,44 +0,06 (1)
Tyt6 0,32+0,06 (1) 0,39+0,06 (1) NA NA NA NA
Aigua Aig7 0,33+0,03(4) 0,32+0,04(2) 0,38+0,06(1) 0,39+0,04(2) 0,36 +0,04(2) 0,35+0,02(6)
Aig8 NA NA 0,35+0,06 (1) NA NA NA
Aig9 0,39+0,03(4) 0,38+0,03(5) 0,40+0,02(7) 0,46 +0,03(3) 0,48+0,03(4) 0,42+0,02(7)

Entre paréntesis se muestra el nUmero de semillas cuyo embrién pudo ser medido, las restantes (de un total de 10) no contenian un
embridn viable. NA: ninguna de las 10 semillas presenté un embrién viable. *Valores con error de medicién por problema en la camara.



