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RESUMEN

Paspalum dilatatum es una graminea perenne estival cuya incorporacion a las pasturas
sembradas es deseada. Sin embargo, como otras especies no domesticadas, presenta
una emergencia de plantulas deficiente e irregular explicada por la dormicion de
semillas. Esta caracteristica es altamente variable y dependiente del genotipo.
Paspalum dilatatum no puede ser mejorado porque es apomictico, pero existen
especies sexuales autdgamas emparentadas con P. dilatatum, que pueden producir
hibridos fértiles que pueden mejorarse por métodos convencionales. Para obtener un
cultigeno atractivo, es necesario conocer la expresion y la heredabilidad de la
dormicion de semillas en estas especies. En este trabajo, se exploraron aspectos
ecologicos, fisiologicos y genéticos de la dormicion de semillas en las especies
sexuales de Paspalum del grupo Dilatata. Primero, se modelé la emergencia de
plantulas a campo de distintas especies de Paspalum con variables de ambiente, y los
modelos se relacionaron con la dormicion de semillas. Se evidencié que la dindmica
de la emergencia depende de la temperatura y la humedad del suelo. Contrario a lo
esperado, las altas temperaturas redujeron la cantidad de plantulas emergidas, dado a
una mayor expresion de la dormicion. Segundo, se cuantifico la dormicion de semillas
de las especies sexuales del grupo Dilatata y se evalud si las diferencias entre especies
pueden explicar sus distribuciones geograficas. Paspalum urvillei tiene una mayor area
de distribucion que se explico por una baja dormicion. Mientras que las demas especies
(P. dasypleurum, P. flavescens, P. plurinerve y P. vacarianum), con distribuciones mas
restringidas y alopatricas, mostraron niveles de dormiciéon mayores asociados al nivel
de precipitaciones de sus respectivos sitios de origen. Tercero, se buscaron QTL para
la dormicion de semillas para una poblacion de lineas endocriadas recombinantes entre
P. flavescens y P. plurinerve. Se fenotipd la germinacion de la poblacion y el mapa
genético se obtuvo por genotipado por secuenciacion. Se encontraron cuatro QTL
significativos para la dormicion de semillas en estas especies. Los fenotipos se explican

por el efecto aditivo de mas de un locus.

Palabras clave: Paspalum dilatatum, tiempo hidrotérmico, nicho de regeneracion,
analisis de QTL
VI



SUMMARY

Paspalum dilatatum is a perennial warm-season grass whose incorporation into sown
pastures is desired. However, like other non-domesticated species, it presents poor and
irregular seedling emergence explained by seed dormancy. This characteristic is highly
variable and genotype-dependent. Paspalum dilatatum cannot be bred because it is
apomictic. Still, there are self-pollinated sexual species related to P. dilatatum, which
can produce fertile hybrids that can be bred by conventional methods. To obtain an
attractive cultigen, it is necessary to know the expression and heritability of seed
dormancy in these species. In this work, ecological, physiological and genetic aspects
of seed dormancy in sexual species of the Dilatata group were explored. First, field
seedling emergence of different Paspalum species was modelled using environmental
variables, and the results were associated with seed dormancy. It was evidenced that
the emergence dynamics depend on the temperature and soil moisture. Contrary to
expectation, high temperatures reduced the number of emerged seedlings due to a
greater expression of seed dormancy. Second, the seed dormancy of the sexual species
of the Dilatata group was quantified, and it was evaluated whether the differences
between species can explain their geographic distributions. Paspalum urvillei has a
larger distribution area, explained by a lower seed dormancy level. While the other
species (P. dasypleurum, P. flavescens, P. plurinerve and P. vacarianum), with more
restricted and allopatric distributions, showed higher dormancy levels associated with
the rainfall level at each origin sites. Third, QTLs for seed dormancy were searched
using a population of recombinant inbred lines between P. flavescens and P.
plurinerve. The germination of the population was phenotyped, and the genetic map
was obtained with genotyping-by-sequencing method. Four significant QTLs were
found, revealing that seed dormancy in these species is explained by the additive effect

of more than one locus.

Key words: Paspalum dilatatum, hydrothermal time, regeneration niche, QTL

analysis



1. INTRODUCCION

Con el avance de la agricultura y la forestacion de las ultimas décadas en Uruguay, los
campos naturales o mejorados y la produccion de pasturas para la alimentacion del
ganado se ha desplazado de regiones mas productivas a otras mas marginales. Sumado
a esto, las pasturas sembradas estan basadas en especies de gramineas y leguminosas
de clima templado. Esto lleva a que la produccion de forraje se vea significativamente
reducida durante el verano y el otoflo, lo que deja lugar para que malezas estivales
como el Cynodon dactylon L. puedan prosperar e invadan las areas sembradas, lo que

reduce la vida media de las pasturas (Dear y Ewing, 2008, Garcia, 1995).

Para lograr perennializar la produccion de forraje de las pasturas sembradas, se
necesitan especies estivales perennes que ocupen el lugar y los recursos que de otra
forma son aprovechados por malezas estivales (Picasso et al., 2008). A pesar de que
existe una oferta internacional de gramineas forrajeras estivales, muy pocas especies
pueden adaptarse a los estreses abidticos de la region, sobre todo al frio y las heladas
durante el invierno (Giorello et al., 2020). Existe un importante nimero de gramineas
estivales perennes nativas en el paisaje de Campos de nuestra region. A algunas
especies de Paspalum nativas se las ha sefialado como promisorias para ser adoptadas
para la produccion de forraje (Pizarro, 2000). Estas especies logran coexistir con
componentes de gramineas y leguminosas templadas y su presencia permite retrasar la

invasion de gramineas estivales no deseadas (Tejera et al., 2016).

Paspalum dilatatum Poir. var. dilatatum es un taxon de clones pentaploides
apomicticos (Rosso et al., 2022) con una excelente aptitud forrajera que, ademas, tolera
los estreses abioticos mas frecuentes del bioma Campos como las heladas, sequias e
inundaciones (Campbell et al., 1999, Loreti y Oesterheld, 1996). Sus caracteristicas
forrajeras llevaron a que fuera introducido en Australia y Nueva Zelanda en 1880, lo
que generd una revolucion en la produccion de forraje (Star y Brooking, 2006), para
luego ser introducido en otros lugares del mundo. Actualmente, es una especie
naturalizada en diferentes partes del mundo, pero sin que ninguna accesion o cultivar

pentaploide sea diferente genéticamente al clon dominante (Speranza, 2009, 2005).



A pesar de su potencial, y luego de mas de 100 afios de haber sido sefialada de interés,
no se ha logrado la adopcion productiva de P. dilatatum. La especie muestra diversas
limitantes, donde la produccion de semillas de alta calidad estd entre las mas
relevantes. Al igual que otras especies de gramineas estivales, P. dilatatum no retiene
adecuadamente las semillas maduras en la panoja, suele presentar muchas semillas
vanas (espiguillas sin cariopse o con cariopse poco desarrollado), y espiguillas con
escleroto del hongo Claviceps paspali, que generan la tipica miel de las inflorescencias
y complican la cosecha de semillas (Speranza et al., 2017). Ademas, aunque se logre
una cosecha de semillas de alta calidad fisica, se suma que las semillas presentan
dormicion, lo que reduce la calidad fisiolégica. La dormicion de semillas es un
impedimento propio de las semillas, las cuales requieren que se cumplan ciertas
sefales ambientales que permiten la germinacion. Esta caracteristica lleva a que no
todas las semillas que se siembran logran germinar, aun cuando las condiciones de
temperatura y humedad del suelo sean propicias para la especie (Benech-Arnold et al.,
2000). La dormicion de semillas se expresa como una emergencia a campo erratica en
cantidad y tiempo, lo que puede llevar al fracaso de la instalacion de una pastura o

cultivo (Forcella et al., 2000).

La mayor parte de las especies usadas en la agricultura y la produccion de forraje son
domesticadas o semidomesticadas, es decir, tienen varias caracteristicas que facilitan
la adopcion y el manejo de estas por el hombre (Gepts, 2010). Una de estas
caracteristicas es presentar una baja dormicion de semillas, lo que lleva a una
implantacion mas rapida y pareja, y menos dependiente de las condiciones de ambiente
(Rodriguez et al., 2015). La baja dormicion en estas especies se logré6 mediante la
seleccion hecha por el hombre, en muchos casos de forma involuntaria. Parece
deseable obtener cultivares o seleccionar materiales con baja dormicion para las

especies nativas que se desean adoptar.

El problema con P. dilatatum es que es apomictico, o sea, que las semillas (la progenie)
son clones de la madre. Esta caracteristica ha dificultado el avance en el mejoramiento
en esta especie. Los distintos cultivares no son tan diferentes entre si y ninguno ha

superado los problemas de la produccion de semillas de calidad. Sin embargo, existen
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especies sexuales muy parecidas y filogénicamente relacionadas con P. dilatatum: P.
dasypleurum, P. flavescens, P. vacarianum, P. plurinerve y P. urvillei (Rosso et al.,
2022). Estas especies se pueden cruzar y obtener hibridos fértiles. Dado que son
alotetraploides con herencia disémica y altamente autdgamas, es posible generar con
facilidad poblaciones recombinantes de lineas puras y llevar adelante programas de
mejoramientos similares a los que se hacen en trigo. Hay evidencias que entre las lineas
endocriadas, producto de un cruzamiento entre dos de estas especies (P. flavescens y
P. plurinerve), se pueden detectar lineas con segregacion transgresiva. Es posible,
entonces, lograr cultivares sexuales de estas especies que consigan superar las
limitantes, sobre todo las asociadas a la calidad de las semillas, lo cual incluye la

reduccion en la dormicion (Monteverde et al., 2022).

Ante esta perspectiva, el presente trabajo de doctorado pretende conocer la dormicioén
de semillas en estas especies sexuales de Paspalum. Los estudios realizados abarcan
aspectos ecologicos, fisiologicos y genéticos para entender como se expresa
fenotipicamente y cémo se hereda la dormicion de semillas en estas especies. En
primer lugar, en el capitulo 3, se buscéd entender la relacion entre las variables del
ambiente y la emergencia de plantulas en condiciones de campo de distintas especies
de Paspalum. Esta parte del trabajo pretendio despejar las incognitas sobre el efecto
de los principales factores ambientales que influyen en la implantacion. Se ajustaron
modelos para la dinamica y para la cantidad de plantulas emergidas basados en
modelos de tiempo hidrotérmico. Las respuestas obtenidas se relacionaron con la
dormicion de las semillas de cada especie. En el capitulo 4, se evidencia que la
dormicion de semillas, y las respuestas germinativas derivadas, son diferentes entre
las cinco especies sexuales de Paspalum del grupo Dilatata. Ademas, demostramos
que la distribucion geografica natural de estas especies es explicada, en parte, por las
diferencias en la dormicion. En el capitulo 5, se us6 una poblaciéon de lineas
endocriadas a partir de un cruzamiento entre dos especies sexuales del grupo Dilatata
(P. flavescens y P. plurinerve) para detectar posibles regiones sobre un mapa genético
donde pueden haber loci cuantitativos que determinan el nivel de dormicion de

semillas en estas especies. Previo a todo esto, en el capitulo 2, se ofrece una revision



bibliografica actualizada sobre la dormicion de semillas en gramineas y la importancia
que esta caracteristica tiene para la implantacion exitosa de las especies cultivadas, que

se debe tener muy en cuenta para especies nativas que se desean adoptar.

1.2. OBJETIVOS

1.2.1. Objetivo general

Entender la expresion fenotipica y la heredabilidad de la dormicion de semillas para
especies de Paspalum del grupo Dilatata (Poaceae), usando en particular las especies
sexuales del grupo. Se exploraron aspectos ecologicos, fisiologicos y genéticos para
avanzar en el conocimiento de una caracteristica que limita la adopcion productiva de

estas gramineas estivales perennes nativas.

1.2.2. Objetivos especificos

a) Desarrollar modelos basados en la teoria de tiempo hidrotérmico que permitan
predecir la dinamica y la cantidad de emergencia de plantulas a campo de materiales
de Paspalum nativos (cultivares y silvestres) con interés productivo en funcion de las

variables ambientales.

b) Identificar si existe variabilidad en la dormicion y la germinacion de las semillas
entre las especies sexuales de Paspalum del grupo Dilatata, y evaluar en qué grado las
diferencias que se evidencien en estas caracteristicas explican la particular distribucion

geografica natural que presenta cada especie y el grupo en conjunto.

c) Identificar regiones sobre un mapa genético donde puede haber loci cuantitativos
(QTL) que regulen la dormicion de semillas por medio del fenotipado de la
germinacion y genotipado de una poblacion de lineas puras endocriadas generadas a

partir del cruzamiento inicial entre P. flavescens y P. plurinerve.



2. IMPORTANCIA DE LA DORMICION DE SEMILLAS PARA LA ADOPCION
Y LA DOMESTICACION DE CULTIVOS DE GRAMINEAS

2.1. ANTECEDENTES Y MOTIVACION

Las gramineas (Poaceae) son la familia de plantas mas importante en numero y
diversidad. Sélo en la parte austral de América del Sur, se han registrado 10
subfamilias, 206 géneros y 1523 especies (Biganzoli y Zuloaga, 2015). Gran parte de
la produccion de granos y forraje depende de un puiiado de gramineas domesticadas o
semidomesticadas, las cuales estdn adaptadas a los agroecosistemas y manejos

humanos (Gepts, 2010).

Los agroecosistemas tradicionales enfrentan varios problemas, como una alta
dependencia de agroquimicos, la contaminacion de efluentes por exceso de
fertilizacion, una huella de carbono negativa, la erosion y degradacion del suelo. Se ha
planteado que la solucién puede estar en adoptar o domesticar especies silvestres,
sobre todo nativas, ya que se asume que estan adaptadas al clima y suelo de la region
(Van Tassel y De Haan, 2013, Huggins et al., 2001, Tilman et al., 2001). A pesar de
que se encuentran materiales atractivos, las especies silvestres presentan dificultades
para la implantacion deseada. Una de las principales causas es que las especies nativas
tienen dormicion de semillas que provoca una emergencia baja, lenta y asincronica.
Esta caracteristica esta asociada al escaso o nulo avance en la domesticacion de estas
especies (Fuller y Allaby, 2009, Adkins et al., 2002). La dormiciéon es una
caracteristica que no suele ser evaluada a la hora de escoger materiales de especies

novedosas, a pesar de que es clave para el éxito de su adopcion productiva.

El objetivo de esta revision es repasar el conocimiento sobre la dormicion de semillas,
en particular, la que presentan las gramineas. Luego, se comenta como esta
caracteristica estd sujeta a seleccion natural y es trascendente para la adaptacion al
habitat de las especies silvestres. Ademas, se revisa como la seleccion humana llevo a
que los cultivos mas domesticados tengan menor dormicion de semillas que sus
relativos silvestres, mientras que, con frecuencia, no existen dichas diferencias en

cultivos menos domesticados. Por ultimo, se subraya la necesidad de considerar la
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dormicion de semillas al momento de seleccionar genotipos de especies con potencial

para ser adoptadas.

2.2. DORMICION DE LAS SEMILLAS

2.2.1. Definicién, caracteristicas generales y clasificacion por mecanismo de

dormicion

La dormicion de semillas se define como un impedimento propio de las semillas a
germinar en condiciones de temperatura, humedad y oxigeno propicias para hacerlo
(Benech-Armold et al., 2000). El principal objetivo que tiene es regular en qué
momento las semillas pueden germinar para que las plantulas crezcan en condiciones
ambientales y momentos del afio adecuados (Fenner y Thompson, 2005). Gracias a
esto, la germinacion responde a los cambios de estacion, a las perturbaciones en el
suelo y a la competencia vegetal. Ademas, permite la distribucion en el tiempo de la

germinacion de una progenie.

Existe una importante diversidad en la dormicion de semillas entre las plantas. Baskin
y Baskin (2004) plantearon una clasificacion que refleja los principales mecanismos
de la dormicion separadas en tres clases: fisiologica, fisica y morfologica, mas dos
clases que combinan dos de las anteriores (morfofisiologica y fisica + fisiologica). En
la dormicion morfologica, el embrion de una semilla madura queda en estadios
iniciales del desarrollo. El desarrollo del embrion prosigue y culmina con las semillas
dispersadas para luego iniciar la germinacion (Baskin y Baskin, 2004). La dormicion
fisica se basa en que el embrion desarrollado no recibe agua para germinar porque las
cubiertas son impermeables. Las semillas con esta dormicion logran germinar cuando
se debilita la impermeabilidad de las cubiertas (Smykal et al., 2014). Esta dormicion

es frecuente en leguminosas, donde se suelen encontrar «semillas duras» (ISTA, 2015).

2.2.2. Bases de la dormicidn fisiologica

La dormicion fisioldgica es la clase de dormicion méas extendida entre las
angiospermas y es considerado el 4ub evolutivo de la dormicion (Willis et al., 2014).
Los mecanismos de la dormicion fisiologica son compartidos por una amplia
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diversidad de especies. Se basa en la oposicion entre el potencial de crecimiento del
embrion y la resistencia a este crecimiento que imponen las cubiertas'. La germinacion
ocurre si el potencial de crecimiento del embrion supera a las resistencias (Nonogaki,
2006). A pesar de que en diversos trabajos se estudio especificamente el efecto de las
cubiertas, se ha sugerido que la dormicion fisiologica es producto de la interaccion

entre las cubiertas y el embrion (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006).

A diferencia de los otros mecanismos, la dormicion fisioldgica presenta la capacidad
de incrementarse o reducirse en respuesta a los factores de ambiente, tanto durante el
desarrollo de las semillas como luego de haber sido dispersadas. El nivel de dormicion
de una poblacion, concepto introducido por Vegis (1964), puede estar en algiin punto
dentro de un continuo entre un maximo y un minimo propio de cada especie. El nivel
de dormicion define la amplitud del rango de condiciones donde la poblacion puede
germinar (Benech-Arnold et al., 2000, Vleeshouwers et al., 1995). Si se nota un
incremento en el rango de condiciones (por ejemplo: la temperatura) donde ocurre la
germinacion, se debe a que el nivel de dormicion disminuyd. Si se registra lo contrario,
el nivel de dormicion aumento (Batlla y Benech-Arnold, 2015, 2010). Es mas probable
que suceda la germinacion en el campo cuando las condiciones ambientales coinciden
con la ventana de condiciones donde el nivel de dormicién de ese momento permite
germinar (Vleeshouwers et al., 1995, Bouwmeester y Karssen, 1993, Derkx y Karssen,

1993).

2.2.3. Factores que modifican nivel de dormicion fisiologica

2.2.3.1. Efecto materno sobre la dormicion primaria

Aun en casos donde las semillas de la progenie son iguales genéticamente (lineas puras
en autdégamas o especies apomicticas), es improbable que todas tengan el mismo nivel
de dormicion. Esto se debe a un conjunto de factores conocidos como el efecto materno
(Donohue, 2005, Roach y Wulff, 1987). Durante el desarrollo de las semillas sobre la

planta madre, se impone el nivel de dormicion que tendran cuando alcanzan la madurez

1 Cabe aclarar que el término cubiertas se refiere al conjunto de tejidos y estructuras que rodean al embrion. Por
tanto, el término incluye a la testa, el endosperma, los tejidos del fruto o estructuras florales, segtin la especie.



(dormicion primaria, Hilhorst, 1995). Las condiciones de ambiente durante el
desarrollo, principalmente la temperatura, modulan la expresion de muchos de los
genes que establecen la dormicién primaria. En general, se obtienen niveles de
dormicion menores cuando las semillas se desarrollan en altas temperaturas
(Fernandez et al., 2021, Gualano y Benech-Arnold, 2009, Steadman et al., 2004, Roach
y Wulff, 1987). El fotoperiodo es una sefial estacional muy precisa y también incide
sobre la dormicion primaria (Munir et al., 2001). La posicion en la espiga o panoja y
el momento de inicio del desarrollo de cada semilla resultan en diferencias en el
microambiente y el aprovisionamiento materno de nutrientes y hormonas entre las
semillas de una progenie; por tanto, en diferencias en la dormicion. (Penfield y
MacGregor, 2017, Fenner y Thompson, 2005). Por ejemplo, las semillas de partes
inferiores de la inflorescencia suelen tener menor dormicion que las ubicadas en partes
superiores (Gonzalez-Rabanal et al., 1994). También, la presencia o no de una canopia
vegetal sobre las semillas en desarrollo modifica la expresion de la dormicion primaria
(Williams et al., 2012). La variabilidad de la dormicion por efecto materno le permite
a la progenie germinar a diferentes tiempos, que configuran una estrategia de
«cobertura de apuestas» (bet-hedging) y brindan asi una estrategia de adaptacion a
fluctuaciones del ambiente. Ademas, el efecto materno influye sobre la dormicion
incluso luego de meses de haber sido dispersadas (Fernandez Farnocchia et al., 2019,

Auge et al., 2015, Donohue, 2009).

2.2.3.2. Factores de ambiente que modifican la dormicion luego de la dispersion

Las semillas dispersadas censan los niveles de temperatura y la disponibilidad de agua
en el suelo, los cuales integra en el tiempo cambios en el nivel de dormicion de la
poblacion (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006, Benech-Arold et al., 2000,
Forcella et al., 2000). El efecto de estos factores sobre la dormicion tiene un sentido
ecologico asociado al ciclo de vida de cada especie. Por ejemplo, las semillas de
especies estivales suelen reducir su dormicion en el suelo durante el invierno por las
bajas temperaturas y la alta humedad. De esta forma, existe mayor chance de germinar
en primavera cuando la temperatura del suelo aumenta. Por su parte, las altas

temperaturas de fines de primavera aumentan el nivel de dormicion de las semillas que
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no hayan germinado (se impone la dormicion secundaria), lo que evita la germinacion
en verano y otoflo, que no seria conveniente para el futuro de esas plantulas (Batlla y
Benech-Arnold, 2015, 2010). También, se espera un ciclo estacional de la dormicién
en especies invernales, pero sus semillas requieren altas temperaturas y baja humedad
para reducir el nivel de dormicion. Esto permite que pasen el verano como semillas, y
en otofo estd habilitada la germinacion de gran parte de la poblacion. Las temperaturas
frias del invierno pueden imponer dormicion secundaria en especies invernales, lo que
evita en buena medida la germinacion en primavera (Batlla y Benech-Arnold, 2015,
2010). Estas respuestas son tipicas de especies anuales, pero se encuentran también en
especies perennes. A menudo, se registran respuestas menos estrictas (facultativas)
que pueden permitir que ocurra la germinacion de una fraccion de la poblacion en

estaciones contrapuestas (Baskin y Baskin, 2001).

Se puede cambiar el nivel de dormicién de un lote de semillas en condiciones de
laboratorio si se controla la temperatura y la humedad. La estratificacion es una
practica donde las semillas se mantienen embebidas por algunas semanas a una
temperatura que modifica el nivel de dormicion, pero no permite la germinacion. La
estratificacion en frio es recomendada en muchas especies para disminuir la dormicion
fisiologica (ISTA, 2015), pero hay casos donde se requiere estratificacion calida, o una
sucesion de estratificacion célida y fria (Steadman, 2004, Baskin y Baskin, 2001). Por
otra parte, mantener las semillas almacenadas en un ambiente seco permite reducir la
dormicion para una amplia variedad de especies. A este fenomeno se le llama
posmaduracion en seco (Bewley et al., 2013, Christensen et al., 1996). El nivel de
dormicion de una especie se puede reducir tanto por estratificacion como por
posmaduracion en seco, pero es probable que uno de los dos métodos sea mas eficiente,

segun la especie.
2.2.3.3. Efecto dual del ambiente sobre la germinacion y la dormicion
La temperatura y la disponibilidad de agua determinan la tasa de germinacion; por

tanto, la velocidad de la emergencia de plantulas a campo. Los modelos de tipo

poblacional de tiempo térmico o hidrotérmico han sido utiles para predecir la



emergencia a campo de varios cultivos y malezas (Royo-Esnal et al., 2010, Martinson
et al., 2007, Forcella et al., 2000). Pero la prediccion de estos modelos es valida solo
en especies sin dormicion o en las fracciones de la poblacion que no muestran
dormicion. La temperatura presenta efectos aparentemente contradictorios; por
ejemplo, las altas temperaturas promueven la germinacion de especies estivales, pero
al mismo tiempo aumentan el nivel de dormicion de la fraccion de la poblacion que no
germina (Batlla y Benech-Arnold, 2015, Batlla et al., 2009). Cuando nos enfrentamos
a especies con dormicion, es necesario optimizar un modelo dependiente de la
temperatura y la humedad para la dormicion y otro diferente para la germinacion. Con
el primero, se puede predecir la fraccion total de la poblacion que va a emerger y, con

el segundo, el tiempo de emergencia de las diferentes sub-fracciones.

Se han desarrollado modelos de umbral basados en el tiempo térmico para predecir la
reduccién o el aumento del nivel de dormicién ante distintas temperaturas de
estratificacion o de posmaduracion en seco (Chantre et al., 2009, Meyer y Allen, 2009,
Batlla y Benech-Arnold, 2004, 2003, Christensen et al., 1996). Mas recientemente, se
ha incorporado el efecto del contenido de humedad de las semillas que modula el
efecto de la temperatura sobre los cambios de la dormicion. Por ejemplo, las semillas
de Polygonum arviculare L., una especie estival anual, requieren mayor tiempo
térmico de estratificacion cuando tienen un menor contenido hidrico (Malavert et al.,
2021). Mientras que, para el caso de Bromus tectorum L., una especie invernal, la
posmaduracion en seco no avanza y no hay reduccion de la dormicion si las semillas

presentan mucha humedad (> 15 %) (Bair et al., 2006).

2.2.3.4. Factores ambientales que terminan la dormicion

Las semillas pueden no germinar, aunque la temperatura y humedad en el suelo estén
dentro del rango que la dormicion permite la germinacion para ese momento. La causa
es que las semillas no encuentran sefiales ambientales especificas que eliminen los
ultimos bloqueos de la dormicion. La presencia de luz, la exposicion a nitrato y las
temperaturas alternantes diarias son las principales sefiales que logran terminar la

dormicién en un amplio conjunto de especies (Duermeyer et al., 2018, Qiu et al., 2006,
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Benech-Arnold et al., 2000, Casal y Sanchez, 1998, Murdoch et al., 1989). Estos
factores le brindan a cada semilla individual una estimacion del microambiente que la
rodea, de la profundidad a la cual estdn enterradas y del nivel de competencia de
plantas adultas sobre la superficie del suelo (Deregibus et al., 1994, Ghersa et al., 1992,
Pons, 1989). Una semilla enterrada a una mayor profundidad de lo adecuado es
probable que no germine porque la luz va a ser escasa y la alternancia de temperatura,
reducida. También, puede haber semillas a una profundidad adecuada, pero no
germinan porque detectan una vegetacion densa sobre la superficie del suelo que
reduce la luz roja, la alternancia de temperaturas y el nitrato en el suelo. La sensibilidad
a los factores que terminan la dormicion esta asociada al nivel de dormicion. Cuando
la dormicion es alta, se requiere un nivel de estos factores muy especifico para quebrar
la dormicion, mientras que si la dormicion es baja, la especificidad a estos factores es

menor (Footitt et al., 2013, Derkx y Karssen, 1994, Benech-Arnold et al., 1990).

2.2.4. Bases genéticas de la dormicion fisiologica

La dormicion fisiologica es una caracteristica cuantitativa heredable que esta
controlada por multiples genes distribuidos a través de los diferentes cromosomas de
una especie. Cada gen logra explicar una fraccion de la variabilidad y sus expresiones
estan moduladas por los factores de ambiente (ver 2.2.3.). Es, por tanto, una tipica
caracteristica controlada por loci cuantitativos o QTL (Foley, 2001). Diversos analisis
han mostrado que, a pesar de que la dominancia y epistasis no son nulos, el principal
componente genético que define a la dormicion es el aditivo (Cantoro et al., 2016,
Bentsink et al., 2010). Esto significa que la dormiciéon expresada es principalmente
producto de la contribucion aditiva de diferentes genes que pueden tener alelos

positivos o negativos para la dormicion.

2.2.4.1. Dormicion asociada con el balance hormonal ABA/GA.

Los genes asociados al metabolismo y a las vias de sefalizacion de las hormonas acido
abscisico (ABA) y las giberelinas (GA) juegan un rol central en determinar el nivel de
dormicion. El ABA inhibe la germinacion y mantiene la dormicion, mientras que las

GA promueven la germinacion al estimular la expresion de enzimas hidroliticas que
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posibilitan la elongacion celular del embrion y el debilitamiento de las cubiertas
(Nonogaki et al., 2010). Otras hormonas también tienen efectos sobre la germinacion,
pero el balance ABA/GA es crucial para el control de la dormicion y la germinacion
(Cembrowska-Lech y Kepczynski, 2016, Finkelstein et al., 2008, Kucera et al., 2005).
Las semillas embebidas con alto nivel de dormicién muestran sintesis de ABA
asociada a la expresion de genes NINE-CIS-EPOXYCAROTENOID DIOXYGENASE
(NCED). Ademas, reducen la cantidad de GA activa por la expresion de genes que
degradan GA, como GIBBERELIN 2 OXYDASE (GA2ox). Por otra parte, si se
embeben semillas con un nivel de dormicion menor, la respuesta es diferente; se ve
estimulada la degradacion de ABA por la expresion de genes como CYTOCHROME
P450 7074 (CYP707A4) en Arabidopsis thaliana L. o ABA 8-HYDROXILASE
(ABA8’OH) en cebada, y aumenta el contenido de GA por la expresion de enzimas que
las sintetizan como GIBBERELIN 3 OXYDASE (GA3ox) (Nonogaki, 2014, Finch-
Savage y Leubner-Metzger, 2006).

En muchas especies, la sensibilidad al ABA correlaciona mejor con el nivel de
dormicion que la cantidad de ABA en los embriones (Gianinetti y Vernieri, 2007,
Goggin et al., 2009, Rodriguez et al., 2009). Se han reportado diversos genes de la
sensibilidad al ABA con una marcada incidencia sobre la dormicion, como la familia
de genes ABA INSENSITIVE (ABI1-5) en Arabidopsis, el gen VIVIPAROUS-1 (VP-1)
en maiz y los genes SEED DORMANCY 4 (SRD4) en arroz (Graeber et al., 2012,
Sugimoto et al., 2010). Mutantes de estos genes no presentan dormicién aun en
presencia de ABA exogena. Los genes controlados por ABA presentan en sus
promotores un elemento de respuesta al ABA (ABRE). Una importante proporcion de
los genes expresados en semillas con alta dormicion presentan elementos ABRE o
codifican para factores de transcripcion que se unen a ABRE (Ishibashi et al., 2017,
Cadman et al., 2006). Los genes mencionados no son exclusivos de las especies donde
fueron halladas, ya que se han encontrado homodlogos de estos genes en otras especies

(Huarte et al., 2014, Rodriguez et al., 2009).

Por el lado de la sensibilidad a las GA, hay genes como GIBBERELIN INSENSITIVE
(GAI), REPRESSOR OF GAI (RGA) y los genes que codifican para los receptores de
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GA (GIDI1A4), entre otros, que se han reportado como relevantes para la dormicion
(Graeber et al., 2012). Los genes asociados a la respuesta a giberelinas tienen un
elemento en el promotor donde se unen las proteinas DELLA que inhiben la expresion
de los primeros. Cuando el complejo receptor-hormona (GID1A4-GA) se une a las
proteinas DELLA, estas son degradadas y los genes asociados a respuestas a
giberelinas pueden expresarse (Daviére et al., 2008). La sintesis o la degradacion de
ABA y GA también estan asociadas a la sensibilidad a estas mismas hormonas. Por
ejemplo, los factores de transcripcion ABI4 y ABI5 se unen al promotor de GA20x (gen
vinculado al catabolismo de GA) para inducir su expresion, lo que reprime la

germinacion (Cantoro et al., 2013).

2.2.4.2. Genes propios de la dormicion de semillas

Se han logrado detectar genes especificos de la dormicion de semillas por mapeo de
QTL. DELAY OF GERMINATION 1 (DOGI) es un gen descubierto al explorar la
variabilidad natural de Arabidopsis (Alonso-Blanco et al., 2003). Los mutantes dog/
no tienen dormicidn, pero no presentan otros efectos pleiotropicos (Bentsink et al.,
2006). La proteina DOG1 se acumula en semillas durante la maduracion y el ambiente
durante el tramo final del desarrollo determina la cantidad de proteina DOGI. En
ecotipos de Arabidopsis que crecen en regiones con menores temperaturas hay una
mayor expresion del gen DOG1, que resulta en una mayor dormicion primaria (Chiang
et al., 2011). Algunos autores proponen que la cantidad de proteina DOGI se asocia
con los requerimientos de almacenamiento en seco para reducir la dormicion de
semillas (Nakabayashi et al., 2012). Ademas, la expresion de DOGI en semillas
dispersadas cambia segun la temperatura del suelo y se lo puede considerar como el
gen responsable del ciclado de la dormicion fisioldgica (Footitt et al., 2013, 2011). La
via de sefalizacion de DOG]/ incide sobre la sensibilidad al ABA (Finch-Savage y
Footitt, 2017, Née et al., 2017). Genes homologos a DOG 1, llamados DOGI-LIKE, se
han encontrado en especies de cereales (Rikiishi y Maekawa, 2014, Ashikawa et al.,
2013) y su expresion también afecta la sensibilidad al ABA (Carrillo-Barral et al.,
2020). Es probable que haya genes DOGI-LIKE en todas las especies que presentan
dormicion fisiologica.
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Otros genes fueron sefialados como especificos de la dormicion de semillas. Por
ejemplo, el gen SEED DORMANCY 4 (SDR4) encontrado en arroz. Su expresion esta
regulada por VPI y su rol es preservar reguladores de la dormiciéon y reprimir la
expresion de genes posgerminativos (Sugimoto et al., 2010). Existen homologos de
SDR4 en otras especies (SDR4-LIKE), y en varias de ellas (incluido el arroz) la mayor
expresion de estos genes se encuentra en las semillas durante el desarrollo en genotipos
con mayor nivel de dormicion (Subburaj et al., 2016). Otro de los genes sefialados son
homologos de MOTHER OF FT AND TFL1 (MFT), que muestra una expresion
especifica en las semillas e inciden en la sensibilidad al ABA (Nakamura et al., 2011).
La expresion de estos genes tiene una asociacion con la temperatura durante el
desarrollo de las semillas y también luego de su dispersion, lo que interactfia con la

expresion del gen DOGI (Footitt et al., 2011, Nakamura et al., 2011).

Por ultimo, hay genes asociados con la dormicion que inciden en la remodelacion de
la cromatina. Los factores de transcripcion HISTONE MONOUBIQUITYLATION-1
(HUBI), REDUCED DORMANCY 2 (RDO?2), entre otros (Graeber et al., 2012), estan
involucrados en la regulacion de la dormicion a través de la compactacion de la
cromatina (Née et al., 2017). Las semillas de mutantes Aubl/ muestran menor
dormicion que los silvestres y se evidencio que genes de dormicion como ABI4, DOGI
y NCED9Y son regulados por HUB! (Liu et al., 2007). Varios genotipos mutantes en el
nivel de acetilacion, metilacion y ubiquitinacion de las histonas muestran fenotipos de
dormicion alterados (Nonogaki, 2014). Ademaés, cambios en la activacion o represion
de la compactacion de la cromatina en regiones donde hay genes de dormicion se
correlacionan con el nivel de dormicién (Footitt et al., 2015). Estos mecanismos de
regulacion epigenética pueden explicar parte de la plasticidad de la dormicion

conferida por el efecto materno.

2.2.5. Caracteristicas comunes de la dormicidn fisioldgica en semillas de gramineas

Las semillas de todas las especies de gramineas que tienen dormicion de semillas
presentan dormicion fisioldgica (Baskin y Baskin, 2001). Esto implica que los

mecanismos de dormicion sean similares al de especies de otras familias con la misma
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clase de dormicion (ver: 2.2.3 y 2.2.4). Sin embargo, las semillas de gramineas (0, mas
correcto, las unidades de dispersion) comparten una serie de caracteristicas Unicas de
la familia. La unidad de dispersion es un fruto indehiscente, llamado cariopse, donde
el pericarpo estd fusionado con la testa de la semilla verdadera, excepto en algunas
especies donde estan separados, como en Sporobolus spp. (Richard et al., 2016). La
coloracion de este complejo pericarpo/testa suele estar asociado a la dormicion de las
semillas. Los genotipos con baja dormicion a menudo presentan un pericarpo mas
claro que otro con mayor dormicion (Rodriguez et al., 2015; ver también 2.4.2.). En
una posicion basal-lateral dentro del cariopse, se encuentra el embrion compuesto por
el eje embrional, la coleorriza que cubre la radicula, el coleoptile que cubre el
meristema apical y los primordios de hojas, y el escutelo, que es el cotiledon que no
se desarrolla luego de germinar. Tanto el escutelo como la coleorriza poseen roles

asociados a mantener la dormicion (Nakamura et al., 2011, Barrero et al., 2009).

Es usual que los cariopses se dispersen acompafiados de una o mas capas de estructuras
florales que los envuelven (lemas, paleas y glumas o glumelas), las cuales inciden
sobre la respuesta germinativa (Dekker et al., 1996). Retirar o debilitar estos tejidos
resulta en una mayor germinacion o en la posibilidad de germinar en condiciones
donde antes no podian. Una de las principales causas es que estas estructuras
interfieren con el adecuado intercambio de O; necesario para oxidar ABA y reducir la
dormicion (Hoang et al., 2013, Benech-Amold et al., 1999). Es usual que el aplicar
procedimientos de escarificacion® sobre las semillas de gramineas resulten en una
menor expresion de la dormicion (Stanisavljevi¢ et al., 2020). Es posible que este
efecto, combinado con la anatomia de las semillas de algunas especies, pudo haber
llevado a conclusiones erroneas sobre los mecanismos de la dormicién. Por ejemplo,
la subfamilia Panicoideae presenta el cariopse completamente envuelto por una lema
y una palea rigidas e indehiscentes, que son responsables de buena parte de la
dormicion (Glison et al., 2017, Duclos et al., 2013, Usberti y Martins, 2007). Esta

morfologia y la respuesta ante la escarificacion fortalecieron la hipdtesis de que el

2 La escarificacion se define como cualquier procedimiento mecanico o quimico que altere o debilite a las
cubiertas.
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cariopse no logra embeberse y que su dormicion es fisica (Romani y Carvalho, 2016,
West y Marousky, 1989). Sin embargo, estas estructuras florales no impiden la entrada
de agua y las causas de la dormicion son fisiologicas-mecéanicas. Ademas, se demostrd
que parte de la dormicion se debe a inhibiciones del cariopse, de lo que se concluye
que presentan dormicion fisiologica (Ajala-Luccas et al., 2018, Glison et al., 2017,

Duclos et al., 2013, Gallart et al., 2008).

2.3. IMPORTANCIA DE LA DORMICION DE SEMILLAS EN LA SELECCION
DE POBLACIONES NATURALES

2.3.1. Seleccidon natural v adaptacion local de la dormicidn de semillas

La alta heredabilidad de la dormicion de semillas, sumado a la modulacioén causada
por factores ambientales y epigenéticos, la hace una caracteristica sensible a procesos
evolutivos y puede ser determinante para la adaptabilidad de una especie o poblacion
al ambiente (Donohue et al., 2010). La dormicién de semillas es una caracteristica
funcional muy importante del nicho de regeneracion (Jiménez-Alfaro et al., 2016,
Grubb, 1977). Puede definir, en buena parte, la aptitud de una especie o poblacion a
ocupar un nicho ecoldgico determinado e incidir en el area de distribucion geografica
(Saatkamp et al., 2019, Larson y Funk, 2016, Violle y Jiang, 2009). Ademas, el
momento de germinacion condiciona el ambiente donde las caracteristicas
posgerminativas deben adaptarse. Por tanto, la dormicion de semillas incide en parte
en la evolucion de las caracteristicas posgerminativas (Debieu et al., 2013, Donohue

etal., 2010).

Las temperaturas y el régimen de precipitaciones, tanto anuales como estacionales, son
los factores de ambiente mas importantes que actiian como filtros ambientales para la
seleccion natural de la dormicion (Fenner y Thompson, 2005). En lo global, se
encuentra una alta proporcion de especies que no presentan dormicion de semillas en
las selvas tropicales y en zonas articas. Mientras tanto, en los restantes biomas, la
proporcién de especies con dormicion es mayor, sobre todo donde las temperaturas y
las precipitaciones son variables durante el afio (Zhang et al., 2022, Rubio de Casas et

al., 2017, Sales et al., 2013, Baskin y Baskin, 2001). En escalas geograficas mas
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pequeiias, la latitud o la elevacion generan gradientes climaticos donde se encuentran
patrones en la variabilidad de la dormicion. Por ejemplo, en regiones templadas, las
especies o poblaciones con mayor dormicion suelen estar en latitudes mayores, lo que
coincide con la tendencia global (Ellison, 2001, Probert et al., 1985). Pero existen
casos donde las poblaciones con mayor dormicion se encuentran en latitudes menores
porque alli se encuentran climas mas restrictivos (Burghardt et al., 2015, Wagmann et
al., 2012). En muchos casos donde la elevacion genera el gradiente climatico, las
especies o poblaciones de zonas mas altas suelen mostrar mayor dormicion que las de
zonas bajas (Picciau et al., 2018, Arana et al., 2016, Fernandez-Pascual et al., 2013).
Pero, en otros casos, la relacion dormicion-elevacion es inversa (Vidigal et al., 2016,
Vera, 1997). Estas discrepancias pretenden mostrar que no hay que asumir un patréon
preestablecido de la distribucion de la dormicion dado un gradiente climatico, al cual
vale la pena integrar informacion sobre la ecologia de las especies en estudio y sus

ciclos de vida.

Los filtros ambientales que dirigen la seleccion natural y las adaptaciones locales son
diferentes seglin el clima dominante, y en cada habitat pueden estar actuando sobre
caracteristicas particulares de la dormicion (Seglias et al., 2018). Hay regiones donde
se puede observar una convergencia en las caracteristicas de la dormicion entre
especies muy diferentes. Por ejemplo, moverse de norte a sur en Europa occidental
implica cambios importantes en el clima anual. Hacia el norte, domina un clima
templado con inviernos muy frios y las poblaciones adaptadas suelen presentar altos
requerimientos de estratificacion en frio para reducir la dormiciéon (Chamorro et al.,
2018, Carta et al., 2016). Mientras que, hacia el sur, nos encontramos con un clima
mediterraneo con veranos muy secos, calurosos y con incendios frecuentes. Las
poblaciones en esta region muestran una eficiente respuesta a la posmaduracion en
seco y al humo como las principales sefiales para reducir y/o terminar la dormicion

(Picciau et al., 2018, Catav et al., 2014, Wagmann et al., 2012).
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2.3.2. Factores que explican variabilidad de la dormicién de semillas entre especies

La variabilidad de la dormicion de semillas entre especies, al igual que otras
caracteristicas, depende de la filogenia. En estudios donde se consideré una amplia
diversidad de especies, la posicion filogenética fue un predictor significativo de los
patrones de germinacion y los mecanismos de dormicion (Barak et al., 2018, Seglias
et al., 2018, Dayrell et al., 2016, Willis et al., 2014). Las similitudes de la dormicion y
los patrones de germinacion entre especies cercanas pueden ser independientes de la
distribucion geografica y los filtros ambientales dominantes. Por ejemplo, Ia
subfamilia Panicoideae presenta especies a lo largo del mundo y muestra adaptaciones
a diferentes climas. Sin embargo, la mayor parte de estas especies presentan
requerimientos similares para reducir la dormiciéon de las semillas y promover la

germinacion (Adkins et al., 2002; ver 2.4.3.2.).

Otros factores relevantes que diferencian la dormicion entre las especies son la
estacionalidad y la longevidad del ciclo de vida adulta. En climas templados y
subtropicales coexisten especies estivales e invernales y suelen pasar la estacion
contraria a la que se da su crecimiento vegetativo como semillas. El efecto de la
temperatura sobre el nivel de dormicion de las semillas es contrastante entre especies
invernales y estivales (ver 2.2.3.2.). El largo de la vida de las especies también puede
tener cierta relacion con la dormicion de semillas. En teoria, la longevidad de especies
policarpicas debe presentar una relacion negativa con la dormicion, dado que son
estrategias alternativas para distribuir el riesgo de fallos en la regeneracion (Rees,
1994). Esta relacion se comprob6 para un grupo de especies de la familia Asteraceae:
las anuales mostraron mayor dormicioén que las perennes (De Waal et al., 2016). Sin
embargo, la perennialidad no es la inica caracteristica que muestra un fuerte trading-
off con la dormicién, y hay otras como el peso de las semillas y la capacidad de

dispersion que también interactuan (Chen et al., 2020).

El grado de adaptacion local de la dormicion de semillas parece correlacionarse
positivamente con comportamientos endémicos, pero negativamente con la capacidad

de colonizar rangos geograficos mas amplios. Las especies pueden ubicarse dentro de
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un continuo de comportamientos del habitat que van desde generalistas (especies que
ocupan varios nichos y un amplio rango geografico) a especialistas (especificas de un
nicho, con un rango geografico muy restringido). Las especies generalistas suelen
mostrar un amplio nicho de germinacion, que se asocia a menudo con un nivel de
dormicion bajo. Esto significa que son menos sensibles a cambios en las condiciones
de germinacion (Finch et al., 2019, Luna et al., 2012, Brindle et al., 2003). Por su
parte, las especies especialistas requieren condiciones mas rigurosas para reducir la
dormicion y germinar (Bandara et al., 2019, Fernandez-Pascual et al., 2012). Una
especie que no logra germinar en altas temperaturas ni en presencia de luz esta
confinada a lugares sombreados y frescos. La dormicion dicta que la chance de ampliar

su habitat hacia lugares abiertos es baja (Marques et al., 2014).

2.3.3. Factores que explican variabilidad intraespecifica de la dormicion

La variacion en la dormicion de semillas dentro de una especie puede ser mas grande
que la que existe entre especies dentro de un género (Veasey et al., 2004, Ellison,
2001). Esta variacion responde a que diferentes poblaciones presentan adaptaciones
locales de la dormicion que dependen de dos grandes factores: i) la variabilidad
genética entre poblaciones, que se refleja en la generacion de ecotipos y ii) la
plasticidad de la dormicion, dirigida por el efecto materno (ver 2.2.3.1.), que puede
permitir la expresion de una variacion fenotipica mayor a la genética, lo que facilita la
adaptacion local (Seglias et al., 2018, Cochrane et al., 2015). ;Cual de estos factores
tiene mayor peso? Esto depende de la especie. En algunos estudios, la variacion en la
dormicion entre poblaciones se correlacion6 con la distancia genética entre estas y se
concluy6 que el ambiente selecciond poblaciones (Wagmann et al., 2012). En otros
estudios, no se encontrd tal correlacion (Carta et al., 2016, Fernandez-Pascual et al.,
2013) o no existe variabilidad genética (por ejemplo, en especies apomicticas), pero
hay variabilidad de la dormicion por la plasticidad fenotipica (Sales et al., 2013). Sin
embargo, en un buen nimero de estudios no se puede distinguir con claridad si domina
lo genético o la plasticidad, y es razonable pensar que actian ambos para lograr las

adaptaciones locales (Cochrane et al., 2015). Esta variabilidad intraespecifica muestra
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la inconveniencia de definir un fenotipo unico de dormicion para una especie e invita

a que los estudios se realicen basados en poblaciones.

2.4. DOMESTICACION DE CULTIVOS Y DORMICION DE SEMILLAS

2.4.1. Caracteristicas de las semillas asociadas a la domesticacion

La domesticacion es el resultado de un proceso de seleccion artificial que lleva a
cambios en caracteristicas que les permiten a las plantas adaptarse a ser cultivadas por
el humano (Gepts, 2010). Por tanto, los cultivos son genotipos o poblaciones de una
especie que presentan diferencias morfologicas, fisiologicas y genéticas con
poblaciones silvestres de vida libre de la misma especie (o de especies cercanas)
(Fuller y Allaby, 2009). Las diferencias entre los cultivos y sus relativos silvestres son
similares a través de los distintos cultivos, y a este conjunto de caracteristicas se le

llama el «sindrome de domesticacion» (Gross y Olsen, 2010, Gepts, 2004).

Varias caracteristicas relevantes de este sindrome se pueden encontrar en las semillas.
Una de las mas importantes es la retencion de las semillas sobre la planta madre. Los
genotipos que presentan esta retencion facilitan la cosecha de las semillas por los
humanos, que se usaran para la proxima siembra (Fuller y Allaby, 2009). Otra
caracteristica es el mayor tamafio de semillas que presentan los cultivos en
comparacion con sus relativos silvestres. Es esperable que el ambiente de cultivo
seleccione a favor de un mayor tamafio, dado que las semillas mas grandes tienden a
dar plantulas mas vigorosas, que tendran mas éxito en la emergencia del suelo y en la

competencia con nuevas malezas durante la instalacion (Finch-Savage y Bassel, 2016).

2.4.2. Baja dormicién de semillas en cultivos domesticados: ventajas v problemas

La baja dormicion de semillas es otra caracteristica del sindrome de domesticacion
(Gepts, 2010), lo que causa que la germinacion y emergencia en condiciones de campo
pueda suceder en casi cualquier momento del afio y permite que la totalidad de las
semillas sembradas germinen rapido con gran sincronia (Rodriguez et al., 2015). A
pesar de la mencionada ventaja, la seleccion del hombre en contra de la dormicion de
semillas fue probablemente inconsciente. En etapas iniciales del proceso de
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domesticacion, las semillas cosechadas eran de genotipos que lograban emerger e
instalarse mas rapido. Por tanto, se cosechaba la progenie de la fraccion de la poblacion
con menor dormicion (Fuller y Allaby, 2009). La ausencia de una seleccion consciente
puede explicarse porque la dormicion de semillas se puede estimar s6lo cuando se
ensaya la germinacion y no esta ligada a caracteristicas morfoldgicas de las semillas
(Castillo-Lorenzo et al., 2019, Diirr et al., 2015, Hartman et al., 2013, Veasey et al.,
2004). La reduccion de la dormicion es un fenotipo convergente de los diversos
procesos de domesticacion, que se logro por la seleccion en paralelo de un conjunto
reducido de genes homologos funcionalmente conservados entre los cultivos (Wang et

al., 2018).

A pesar de lo anterior, la seleccion de coloraciones menos intensas de las cubiertas en
cereales, buscada para mejorar la palatabilidad y reducir la toxicidad, pudo
indirectamente haber seleccionado en contra de la dormicion. Es frecuente encontrar
que los pericarpos de los cereales cultivados son mas claros que los de sus relativos
silvestres (Rodriguez et al., 2015, Gu et al., 2011, Kottearachchi et al., 2006). Un color
mas oscuro se debe a una mayor acumulaciéon de compuestos fendlicos, lo que logra
pericarpos rojizos, amarronados o negros, segun la especie. A estos pigmentos se les
atribuyen acciones inhibidoras sobre la germinacion, pero las causas pueden ser otras
(Rodriguez et al., 2015). Por ejemplo, en arroz, la asociacion entre el color rojizo del
pericarpo y una mayor dormicion se debe a un gen pleiotropico que regula la sintesis

de ABA y la de los flavonoides (Gu et al., 2011).

Aunque una baja dormicion de semillas es deseable para una implantacion del cultivo
rapida y sincronica, este fenotipo puede generar problemas importantes como que las
semillas puedan germinar sobre la planta madre. Este problema se conoce como
brotado precosecha y es importante en cultivos de cereales en lugares del mundo donde
hay chance de precipitaciones durante los ultimos tramos del desarrollo de las semillas.
El brotado precosecha implica, en muchos casos, la removilizacion de reservas que
reducen la calidad de los granos para la industria. Ademas, se reduce la capacidad de
conservacion en seco de las semillas (Rodriguez et al., 2015, Mares y Mrva, 2014).
Estudios genéticos y moleculares con cultivares resistentes y tolerantes al brotado
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precosecha comprobaron que este problema esté intrinsecamente asociado al nivel de
dormicion primaria y a la regulacion del metabolismo y la sensibilidad del ABA y las
giberelinas (Cantoro et al., 2016, Castro et al., 2010, Kulwal et al., 2010, Gubler et al.,
2005, Li et al., 2004). La temperatura durante el llenado de grano tiene un efecto
importante para cambiar la dormicion primaria de las semillas producidas, por lo que
puede afectar la resistencia al brotado precosecha de un genotipo (Gualano y Benech-

Arnold, 2009).

2.4.3. Dormicion de semillas en cultivos poco domesticados: caso de gramineas

forrajeras

Las gramineas utilizadas para forraje o biomasa presentan menor grado de avance en
la domesticacion que los cereales y se las clasifica como semidomesticadas. Muchos
cultivares forrajeros presentan claras diferencias con las especies o poblaciones
silvestres en la produccion y calidad nutricional del forraje, o resistencia a estreses
biodticos y abidticos de las plantas adultas. Pero, en general, no existen diferencias
sustantivas en caracteristicas de regeneracion asociadas al sindrome de domesticacion,
como la retencion de las semillas en la espiga o panoja, o la dormiciéon de semillas
(Capstaff y Miller, 2018, Pereira et al., 2018, Fuller y Allaby, 2009, Humphreys et al.,
2006, Wilkins y Humphreys, 2003).

Se han planteado algunas posibles causas de por qué los cultivos de gramineas
forrajeras no fueron completamente domesticados: a) el inicio del proceso de
domesticacion de cultivos forrajeros es mucho mas reciente. Los antecedentes de
seleccionar y recolectar semillas para resiembra se remontan al siglo XIII, y solo al
inicio del siglo XX hay antecedentes de produccion de variedades mejoradas (Wilkins
y Humphreys, 2003). b) El mejoramiento genético se ha basado en caracteristicas
vegetativas y fenologicas asociadas a la produccion de forraje, pero muy poco en
caracteristicas de semillas. En muchos casos, la seleccion es de forma indirecta a través
de la respuesta de los animales que se alimentan de las plantas (Wilkins y Humphreys,
2003). c) Muchas de las gramineas forrajeras presentan mayores desafios para el

mejoramiento que los cereales. Entre las especies forrajeras, hay casos de alogamas
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autoincompatibles con alta chance de cruzamiento con poblaciones silvestres,
alopoliploides con herencia polisomica, o apomixis (Hu et al., 2018, Sandhu et al.,
2015, Wilkins y Humphreys, 2003, Martinez-Reyna y Vogel, 2002). A pesar de que
para algunas especies como Panicum virgatum L. o Urochloa spp. se han desarrollado
marcadores moleculares para asistir a la seleccion, la produccion actual de estas
especies sigue basandose en selecciones de la variabilidad natural (Pereira et al., 2018,

Casler et al., 2011, Miles et al., 2004).

2.4.3.1. Dormicion de semillas en raigras y festuca

En ambientes templados, la produccion de pasturas en el mundo esta dominada por las
festucas (Festuca spp.) y raigrases (Lolium spp.). La seleccion de cultivares de estas
especies rara vez se ha basado en caracteristicas de las semillas, excepto para lograr
una mayor retencion de semillas (Wilkins y Humphreys, 2003). Los cultivares de
raigras y festuca suelen presentar emergencia y establecimientos aceptables, dado que
presentan una dormicion relativamente baja que se reduce significativamente a los
pocos meses de almacenamiento en seco o de dispersadas en el campo (Stanisavljevic
et al., 2020, 2011, Ichihara et al., 2009, Chauhan et al., 2006, Steadman, 2004,
Rodriguez et al., 1998). Cuando alcanzan su menor dormicion, estas especies muestran
un amplio rango de temperaturas (entre 10 y 25 °C) donde la germinacion es alta (>
70 %) (Ahmed y Escobar-Gutiérrez, 2022, Butler et al., 2017, Zhang et al., 2013). Sin
embargo, esta baja dormicioén no se obtuvo por seleccion fenotipica y mejoramiento.
Existe evidencia de una alta respuesta germinativa a un amplio rango de temperaturas
para varias accesiones naturales de raigras perenne (Lolium perenne L.) (Ghaleb et al.,
2022), y en varias accesiones de Festuca hallii (Vasey) Piper. (Qiu et al., 2010),

comportamiento germinativo similar al que se puede observar en los cultivares.

Aunque la variabilidad genética dentro de Lolium y Festuca es importante (Matzrafi
et al., 2021) y existen diferencias en la dormicién primaria o en la respuesta
germinativa a la temperatura (Ahmed y Escobar-Gutiérrez, 2022, Wiesner y Grabe,
1972), no parece ser necesario mejorar la dormicion de las semillas en los cultivares

de estas especies. Sin embargo, hay aspectos que vale la pena atender. Se report6 que
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la dormicion primaria fue mayor cuando las semillas se desarrollaron en temperaturas
frescas (< 20 °C), lo que puede traer consigo problemas en el establecimiento de la
pastura en algunos afios (Fernandez et al., 2021, Steadman et al., 2004). Por otro lado,
algunas poblaciones con comportamiento de maleza o ferales pueden mostrar mayor
dormicion, muchas veces asociado una mayor resistencia a herbicidas (Maity et al.,
2021, Owen et al., 2015, Gundel et al., 2008). Si no se tienen las precauciones al
momento de producir semillas, estas poblaciones ferales pueden cruzarse con los

cultivares y generar materiales con mayor dormicion.

2.4.3.2. Dormicion de semillas en gramineas forrajeras estivales

La dormicion de semillas de los cultivares de gramineas estivales usadas para la
produccion de forraje y biomasa es en general alta y, al igual que ocurre con otras
caracteristicas de domesticacion, no presentan diferencias con respecto a la dormicion
de sus relativos silvestres (Adkins et al., 2002). Esto conlleva un alto riesgo al fracaso
del establecimiento, que es una de las causas principales para explicar la baja adopcion
de las gramineas estivales por parte de los productores (McCormick et al., 2009). Los
productores han debido adaptar el manejo de las semillas y la siembra para obtener

implantaciones satisfactorias (Fairey et al., 1997).

Las caracteristicas de la dormicion de las especies usadas son las que definen buena
parte del manejo inicial. Por un lado, la dormicién primaria se reduce con largos
periodos de almacenamiento en seco (Usberti, 2007, Hopkinson y English, 2005,
Maeda et al., 1997). Es usual encontrar la sugerencia de sembrar semillas con hasta un
afio de almacenamiento para asegurar una mayor implantacion (Moore et al., 2013,
Keyser et al., 2012, Cook, 2007). Para reducir el tiempo de almacenamiento, se han
probado varios métodos para disminuir la dormicion antes de la siembra, como
tratamientos de priming (Halmer, 2004, Schrauf et al., 1995, Hardegree y Emmerich,
1994), el agregado de fitohormonas o agentes bidticos (de Agostini et al., 2022,
Beckman et al., 1993) o tratamientos de escarificacion (Costa et al., 2011, Usberti y

Martins, 2007, Haynes et al., 1997). Sin embargo, los resultados no son consistentes
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en algunos casos, y, en otros, el uso de las tecnologias recomendadas parece

inaplicable a escala comercial.

Por otra parte, la ventana de condiciones ambientales para obtener una alta emergencia
suele ser estrecha. La germinacion de estas especies ocurre en mayor proporcion con
temperaturas altas (entre 25 y 35 °C) y buena disponibilidad hidrica (Egan et al., 2017,
Cornaglia et al., 2005, Springer, 2005, Loch et al., 2004, Hsu et al., 1985). Esto hace
que las fechas de siembras Optimas sean diferentes entre sitios, que dependen del
momento del afio donde se esperan precipitaciones en primavera o verano (Masters et
al., 2004, Hsu y Nelson, 1986). Ademas, para obtener la mayor emergencia, no debe
haber malezas en el campo y se recomienda sembrar las semillas cerca de la superficie
del suelo, a no mas de dos centimetros de profundidad (Berti y Johnson, 2013, Lodge
y Harden, 2009). Estas recomendaciones se justifican por el alto requerimiento de
factores que terminan la dormicion como la luz, la alternancia de temperaturas y la
presencia de nitrato (Sarath et al., 2006, Benech-Amold et al., 1990, Flenniken y
Fulbright, 1987, Ellis et al., 1986, Johnston y Miller, 1964).

La variabilidad intraespecifica en la dormicion puede ser muy importante en especies
alébgamas con alta variabilidad genética (Seepaul et al., 2011). Se han logrado
materiales de gramineas estivales con mucho menor dormicion de semillas por medio
de seleccion fenotipica recurrente de la fraccion que germina temprano (Anderson et
al., 2009, Burson et al., 2009) o con la que germina en potenciales hidricos bajos
(Springer, 2005). Los cultivares seleccionados por estos métodos resultaron en
materiales con mayor establecimiento a campo (Springer et al., 2012, Anderson et al.,
2011). En otras especies donde domina la apomixis, la variabilidad en la dormicion
puede ser menor, aunque es posible encontrar materiales apomicticos naturales con
dormicion mucho menores a la media (Glison et al., 2015). Las especies con apomixis
suelen formar parte de un complejo de especies donde hay materiales con reproduccion
sexual, que pueden ser usados para incorporar variabilidad en los cultivares
apomicticos (Miles, 2007, Miles et al., 2006) o para obtener cultivares sexuales con
mayor chance de avance en procesos de mejoramiento genético (Monteverde et al.,
2022).
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2.5. CONSIDERAR LA DORMICION DE SEMILLAS PARA UNA MAS
EFICIENTE ADOPCION DE GRAMINEAS NATIVAS

Independientemente de cudl sea el objetivo, ya sea para perennializar los sistemas de
produccion, incrementar la sustentabilidad y tender a sistemas mas agroecoldgicos, o
realizar tareas de restauracion de ambientes degradados, las especies a ser adoptadas
deben poder ser reproducidas por el hombre y adaptarse al sistema modificado que se
propone. Excepto para algunos cultivos, la forma mas eficiente de propagar es el
basado en la siembra de semillas en el suelo. Como se coment6 mas arriba, es evidente
que los genotipos que presentan menor dormicién son los que van a tener mayor éxito
a la hora de la implantacion. También, se deben buscar materiales que logren producir
semilla de buena calidad. En trabajos donde se enlistan las caracteristicas deseables de
los materiales a ser adoptados se incluye que se considere la calidad de las semillas y
su germinabilidad (Hanson y Ellis, 2020, DeHaan et al., 2016, Dear y Ewing, 2008).
La estimacion del nivel de dormicion debe incorporarse en las instancias de evaluacion

de un material candidato a ser adoptado.

Es usual tender a mostrar las caracteristicas resaltables de algunos materiales como
representativas de una especie. Sin embargo, se debe tomar en cuenta la variabilidad
natural que muestra una especie, dado que puede darse que distintas poblaciones
presenten diferencias importantes. Si se conoce el sistema de reproduccion dominante
de la especie, es posible entender la estructura y distribucion de la variabilidad genética
natural (Acuna et al., 2019, Speranza, 2005). Por tanto, con este conocimiento se puede
lograr una colecta de germoplasma eficiente para los objetivos planteados. En muchos
casos, es esperable encontrar un patrén geografico de la variabilidad genética, lo cual
es probable que se traduzca en un patréon en la dormicion de semillas, dado el alto
potencial de adaptacion que muestra esta caracteristica (Glison et al., 2023, Cochrane

et al., 2015, Wagmann et al., 2012).

26



3. MODELADO DE LA EMERGENCIA DE PLANTULAS EN ESPECIES DE
PASPALUM USANDO DATOS AMBIENTALES DE EXPERIMENTOS A
CAMPO

3.1. AUTORES Y FILIACIONES

Loa autores del trabajo fueron: Nicolas Glison, Diego Batlla, Pablo Gonzalez Barrios,
Luis Viega, Sylvia Saldanha, Eduardo Musacchio, Pablo Rush y Pablo Speranza.
Nicolas Glison, Luis Viega, Pablo Speranza son del Departamento de Biologia
Vegetal, Pablo Gonzilez es del Departamento de Biometria, Estadistica y
Computacion, y Sylvia Saldanha es de la Estacion Experimental de Salto, todos ellos
de la Facultad de Agronomia de la Universidad de la Republica. Diego Batlla es de la
Catedra de Cerealicultura, y Eduardo Musacchio y Pablo Rush son de la Catedra de

Genética de la Facultad de Agronomia de la Universidad de Buenos Aires (Argentina).

3.2 RESUMEN EN ESPANOL

En regiones templadas-calidas, la adopcion de gramineas forrajeras estivales ha estado
limitada por una emergencia de plantulas lenta e impredecible debido a la dormicion
de semillas. El desarrollo de modelos dirigidos por la temperatura y el potencial hidrico
del suelo puede proveer herramientas para escoger las condiciones de siembra mas
adecuadas. Usualmente, los modelos son desarrollados con base en datos de la
germinacion obtenidos en condiciones controladas, pero pueden ser construidos con
datos de emergencia de plantulas a campo y de estaciones meteoroldgicas. La cantidad
de plantulas emergidas de cuatro especies de Paspalum (P. dilatatum var Chira, P.
notatum cv. INIA Sepé, P. flavescens 'y P. urvillei)® fue anotada en cinco experimentos
que se realizaron en tres locaciones del bioma Campos (Buenos Aires, Montevideo y
Salto) durante dos afios, con fechas de siembra de otofio y primavera y parcelas regadas
y sin riego. Se usaron modelos de tiempo térmico y tiempo hidrotérmico para la

velocidad de la emergencia de plantulas. Las predicciones de estos modelos fueron

3 Las denominaciones de las especies fueron modificadas segiin Rosso et al. (2022) con respecto al
documento publicado y se incorporé la denominacion del cultivar de P. notatum segin Giorello et al.
(2020).
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mejores para parcelas regadas y siembras de otofio. Para modelar la proporcion
maxima de emergencia (MEP), se ajusté un modelo linear mixto. Las mayores MEP
dentro de los tratamientos sin riego se obtuvieron para las siembras de primavera
temprana y las menores MEP en las siembras de primavera tardia. Ademas, se cred un
indice ponderado de tiempo térmico (AWTT) para modelar la MEP. Este indice
incluye un coeficiente que pondera la suma de los grados-dias de cada dia, el cual
cambia segun el rango hidrotérmico (HTR) donde se ubica cada dia. Los rangos
hidrotérmicos se definieron por umbrales de temperatura y potencial hidrico del suelo.
Los umbrales y los valores de los coeficientes para cada HTR se optimizaron para cada
especie hasta que la regresion lineal entre MEP y AWTT alcance el mejor ajuste. Los
dias con temperaturas promedio altas (> 18 o 20 °C, segun la especie) acumularon la
mitad de los grados-dias cuando la disponibilidad de agua era alta, y no acumularon
grados-dias cuando la disponibilidad de agua fue media. Se discute sobre las
diferencias encontradas entre las especies de Paspalum, las recomendaciones de la

fecha de siembra y la utilidad del indice AWTT.
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1 | INTRODUCTION

Abstract

In warm-temperate regions, the adoption of warm-season forage grasses has been
hindered by low and unpredictable seedling emergence because of seed dormancy.
Developing models driven by temperature (T) and soil water potential (¥) may pro-
vide tools for choosing adequate sowing conditions. Models are usually developed
with controlled chamber germination data, but they can be built using field emer-
gence and weather station data. Seedling emergence data of four Paspalum popula-
tions (two dallisgrass subspecies, bahiagrass and vaseygrass) were gathered from five
experiments in three Campos locations (Buenos Aires, Montevideo and Salto) during
two years, with fall and spring sowing dates and irrigated and non-irrigated plots.
Thermal and hydrothermal time models were used for emergence timing. The predic-
tions were better for irrigated plots and fall sowings. For maximum emergence pro-
portion (MEP), a mixed linear model was adjusted. Within a non-irrigated treatment,
the higher MEP was for early-spring sowings, but the lowest for late-spring ones.
Additionally, a thermal time index (TTI) was modified to model MEP. A coefficient
which weighs degree-days accumulation according to the hydrothermal range (HTR)
of each day was set. The HTRs were defined by T and ¥ thresholds. Thresholds and
coefficient values were optimized by genotype until linear regressions between MEP
and modified TTI achieved higher fit. Days with high temperature (>18°C or 20°C ac-
cording to genotype) accumulated half or none of degree-days when high- or mid-soil
water content was available, respectively. Differences among Paspalum genotypes,
sowing date recommendations and modified TTI usefulness were discussed.

KEYWORDS

degree-days, perennial forage grass, seed dormancy, soil water potential, warm-season grass

more widely used tropical forage species (Campbell et al, 1999;

Pizarro, 2000). Paspalum cultivars, like many other warm-season

Perennial warm-season grasses are widely used for summer forage
and biomass production (Farley et al.,, 2013; Mitchell et al., 201é).
Several warm-season grasses like bahiagrass and dallisgrass
(Paspalum notatum Fliiggé and P. dilatatum Poir.) are well adapted
to subtropical and temperate regions that are not favorable for

grasses, are in initial stages of the domestication process. Among
other wild traits, they show a high level of seed dormancy (Adkins
et al,, 2002). In seeds with similar anatomy the leafy glumes have
no effect on dormancy or germination (Duclos et al., 2013); how-
ever, the hard lemma and palea of the fertile floret may be strongly

Grass Forage Sci. 2020;00:1-15.
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implicated. Although water intake is restricted by these structures,
they allow sufficient imbibition of the caryopsis to trigger germi-
nation {Duclos et al., 2013; Gallart et al., 2008; Glison et al., 2017;
West & Marousky, 1989). Scarification procedures or a dry storage
period can also be applied to obtain seed lots with lower seed dor-
mancy level (Glison et al., 2015, 2017; Maeda et al., 1997; West &
Marousky, 1989). Environmental conditions like alternating tem-
peratures, chilling, nitrate or light may also break dormancy and
increase germination (Glison et al., 2015; Johnsten & Miller, 1964;
Schrauf et al., 1995). Taking several factors into account, in previous
work with these species we have shown that, in general, all seeds
with a fully developed viable caryopsis can germinate if adequate
conditions are met (Glison et al., 2015, 2017).

Seed dormancy is related to low and unpredictable seedling
emergence, which is highly dependent on weather conditions.
Seed dormancy may be one of the limitations for the adoption of
warm-season grasses, particularly in warm-temperate regions
(McCormick et al., 2009). Establishing the most suitable sowing date
in locations with climatic variability implies understanding the most
favorable environmental conditions for seedling emergence timing
and proportion, and the date range when those conditions are most
likely met, Estimating the effect of sowing date on seedling emer-
gence with linear models has been a useful approach for a broad
range of warm-season forage species and sites (Hsu & Nelson, 1986;
Keyser et al., 2016; Lodge & Harden, 2009). This approach is empir-
ical. Such models are developed based on field emergence data and
their objective is to establish a relationship between seedling emer-
gence and the selected sowing dates (Velten, 2009). However, this
kind of model is not adequate to understand seedling emergence
response to environmental variables. Their predictive power may be
accurate for the sowing date and location range explored, but may
fail to predict responses for environmental conditions outside that
range.

The timing of seedling emergence in the field is essential for ad-
equate crop establishment and it depends mainly on temperature
and water potential (Forcella et al., 2000). Thermal time and hydro-
thermal time (TT and HTT) models were developed from germina-
tion data in controlled environments to predict germination rates of
non-dormant seeds at the population level for fully hydrated and lim-
ited water content situations respectively (Bradford, 2002; Garcia-
Huidobro et al., 1982; Gummerson, 1986). Simplified approaches
based on HTT models were developed to predict field emergence
timing for annual weeds using data from field experiments and
weather stations {Leguizamén et al., 2009; Martinson et al., 2007;
Royo-Esnal et al., 2010). One of these is the wet-thermal time (WT)
index (Hardegree et al., 2018; Roundy et al., 2007), where air or soil
temperature above a given temperature threshold is accumulated
over days when soil water potential is higher than a given threshold.
Logistic functions have been used to fit the increase in emergence
relative to the observed maximum as a function of wet-thermal time
accumulation.

Knowing the effect of environmental variables on the final num-
ber of seedlings that may emerge in the field after a given period is

another desired goal. Usually, maximum germination or emergence
proportion is reached when enough TT or HTT after sowing elapses
in either controlled-chamber germination or field emergence exper-
iments (Grundy et al., 2000; King & Oliver, 1994). However, the TT
and HTT models referred above are not able to predict this maxi-
mum proportion of germinated seeds when the species shows seed
dormancy. The maximum germination proportion mainly depends on
seed dormancy level (Batlla & Benech-Arnold, 2010), and pre-emer-
gence seedling death rate must also be accounted for in field emer-
gence data (Finch-Savage et al., 1998). These processes are strongly
dependent on temperature and water potential. Threshold models
were developed to explain the effect of time and temperature for
both moist (stratification) or dry (after-ripening) seeds on dormancy
release and induction rates, and they have been incorporated to
TT or HTT models to improve their prediction power for germi-
nation timing and proportion for seeds with dormancy (Batlla &
Benech-Arnold, 2004; Batlla et al., 2009; Battaglia, 1997; Chantre
et al, 2009; Meyer & Allen, 2009). However, such mechanistic mod-
els are often complex to build and use (Grundy, 2003), and they may
not sufficiently describe the response to fluctuations in several fac-
tors that are likely to take place simultaneously in the field.

More empirical approaches may be developed to fit a relationship
between environmental conditions and the maximum emergence
proportion with reduced complexity, at the expense of explanatory
power. This kind of model may be predictive for the environmental
range where it was built; a broader range may retrieve a more robust
model (Passioura, 1996). Thermal time indexes (TTI), derived from
the TT model (also named as heat units or growing-degree-days),
were used to empirically model plant responses such as growth,
flowering time or leaf appearance, which show a linear increase
with increasing sub-optimal temperature (Ritchie & NeSmith, 2015).
Setting an upper or high-temperature threshold and a different
TTI formula for temperatures higher than the threshold has been
the typical approach to fit the linear model for a temperature range
broader than the sub-optimal range (Gilmore & Rogers, 1958;
Roltsch et al., 1999). Furthermare, in some instances, the incidence
of some factors other than temperature cannot be overlooked in TTI
optimizations. Cao and Moss (1997) developed a model to predict
winter wheat flowering time, where the daily degree-days accumula-
tion was weighted according to the achieved vernalization and pho-
toperiod requirements.

In this work, we generated field emergence data in three loca-
tions, with and without supplementary irrigation in different sow-
ing dates and two years to understand field emergence response
for four Paspalum species and biotypes that exhibit different levels
of dormancy (Glison et al., 2015). Based on these data we empir-
ically generated TT and WT logistic models to predict emergence
timing. To model the maximum emergence proportion, we adjusted
linear effect models using sowing season as a categorical factor.
Additionally, we empirically adjusted a modified T Tl with a weighting
coefficient that assumes different values beyond specific tempera-
ture and water potential thresholds to model seedling emergence
proportion.
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2 | MATERIALS AND METHODS
2.1 | Plant material and field experiments

Seeds of four Paspalum populations were used for the experi-
ments: P. notatum (var. [atifolium cv. ‘INIA Sepé’), P. dilatatum Chird
(cv. 'INIA Estanzuela Chira'), P. dilatatum subsp. flavescens Roseng.,
Arrill. & lzag. (yellow-anthered dallisgrass) and P. urvillei Steud.
(vaseygrass). Each material represents a single genotype since the
first two are apomictic and the last two are naturally homozygous
inbred lines. Seeds were produced in 2012 and 2013 at INIA La
Estanzuela, Colonia, Uruguay (34°380S, 57°699W). After harvest-
ing, seeds were stored under dry and cold conditions until the
sowing dates (months on average). These conditions help to avoid
seed ageing and retain seed dormancy, as reported for seeds of
several other warm-season grasses (Hopkinson & English, 2005).
Seeds were mechanically polished to remaove leafy glumes, but the
lemma and palea of fertile floret remained unaltered. To adjust
the number of seeds to be used in each plot, before each sowing
date, each seed lot was tested for viability using first a germination
test followed by a tetrazolium test of all ungerminated seeds. The
germination tests were performed in a controlled chamber under
alternating temperatures 20°C/30°C (12/12 hr, dark/light), with
0.2% KNO,.

Five experiments were carried out during 2013 and 2014 in
three locations in Uruguay and Argentina (Table 1). A split-split-
plot design with three blocks (replications) was used in each exper-
iment, where the main plot was the irrigation treatment (irrigated
and non-irrigated), the split-plot was the sowing season (up to four
sowing dates categorized into sowing seasons) and the split-split
plot was the genotype. In each experimental unit, approximately
162 viable seeds were sown at 2 cm of depth in three 1.2 m rows
0.3 m apart (45 viable seeds/m). The appropriate number of full
spikelets (with developed caryopses) were separated by hand from
samples of each seed lot to reach the number of viable seeds re-
quired. In irrigated plots, the soil surface was kept permanently
maist by manual (Montevideo) or automatic (Buenos Aires and Salto)
irrigation systems until 40 days after sowing. Cumulative seedling
emergence was recorded at time intervals between twice a week
and once every 2 weeks in the different locations. A seedling was
considered emerged when the first leaf was visible. The proportion
of emerged seedlings on a viable seed basis (seedlings emerged/
162 viable seeds) and the per cent relative emergence (100 x seed-
lings emerged/ maximum accumulated emergence) were calculated
for each count. Maximum accumulated emergence was recorded
for each genotypes, sowing season and irrigation treatment after
60 days of evaluation or when no more seedlings emerged after two
consecutive counts and maximum emergence proportion (maximum
accumulated emergence/162 viable seeds) was estimated.

Daily maximum and minimum air temperature and precipitation
data were obtained at each site from the weather stations closest
to the experiment. Daily mean air temperature (Tm) was calculated
with daily maximum and minimum air temperature. Daily soil water
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potential at 2 cm of depth (¥) was estimated based on location, soil
composition, daily precipitation and temperature data using the
STM? model (Spokas & Forcella, 2009). Average mean temperature
(AMT) and cumulative precipitation for each sowing event and gen-
otype were calculated for the period between sowing date and max-
imum emergence proportion.

2.2 | Modelling of emergence timing
2.21 | Modelling assumptions

Daily mean air temperature (Tm) and soil water potential at 2 cm
of depth () were used to estimate cumulative thermal time (TT,
Equation 1) and wet-thermal time (WT, Equation 2) for each count.

Accumulated TT and WT were estimated as follows:

=3 (Tm-T,) 6}
WT,= 3 (TT, x HT,) (2)

where i are the days after sowing, and T, is the base temperature
threshold; if Tm < T, then TT = 0. In Equation (2), HT is the hydrotime
component that prevents thermal sum when ¥ is lower than a base
threshold (¥ > L5 HT = 1; otherwise, HT = 0). The functional relation-
ship between each index and the percentage of relative emergence

(RE) was characterized using a two-parameter Weibull function,
~ Terw, )=
RE; = 100 x (1—9 k ) (3)

where b is the thermal sum required to achieve, approximately one half
of the maximum emergence, and ¢ is a shape curvature index; high val-

ues reflect higher emergence synchronicity.

2.2.2 | Modelling procedures and model validations

Data of the location with the most complete emergence records
(Montevideo) were used to fit T, ¥, and Weibull parameters for
each genotype and irrigation treatment. The relative emergence
increase for each genotype was fitted to Equation (3) with differ-
ent TT and WT scales by T, and ¥, iteration until a high model
accuracy was achieved. Non-linear fitting procedures were car-
ried out with GraphPad Prism® (GraphPad Software, http://www.
graphpad.com), version 5.01 for Windows. After selecting TT and
WT scales, Weibull b- and c-parameters for each replicate were
estimated with the nlsList function in the nlme package in R (R
Core Team, 2016). Adjusted means for each Weibull parameter by
genotype and irrigation treatment were estimated after adjusting
a linear split-plot effect model, where the main plot effect was the
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sowing season and the split-plot effect was the genotype. Model
fitting was performed with sp.plot function in the agricolae pack-
age (R software). Least significant difference analysis (¢« = 0.05)
was performed to compare Weibull parameters among genotypes.

Model validations were performed for sowing events that
showed more than two emergence counts. The root mean square
error (RMSE) and the determination coefficient (RQJ between pre-
dicted and observed relative emergence values were estimated
for each sowing event with the Metrics package (R software) and

Graphpad Prism® software respectively.

2.3 | Modelling of maximum emergence proportion

2.31 | Effect of sawing season and Paspalum
genotype on maximum emergence proportion

Deviance analysis for maximum emergence proportion (MEP) was
carried out with a generalized mixed linear effect model from the
experiments that had data from, at least, one fall and one spring
sowing season (Table 1). The analysis was performed with the gimer
function from the Ime4 package in R software, assuming a binomial
distribution (logit as link function), where p was seedling emergence
events and n was 162 viable seeds in each plot. Year, site, block,
block-by-irrigation treatment interaction and block-by-irrigation-by-
sowing season interaction were assumed as random effects, and ir-
rigation treatment, sowing season, genotype and their interactions
as fixed effects. Adjusted means for all fixed effects were calculated,
and multiple comparisons among fixed factor levels were done with
Tukey's test (o = 0.05).

2.3.2 | Generation of a thermal time index to
model MEP

The thermal time formula with T, optimized for emergence timing
madels (Equation 1) may be used as a base to be adjusted to MEP
response. We assumed that the degree-days accumulated to reach
MEP was enough to fulfil the TT requirements for the emergence
of the seed population fraction that was allowed to germinate in
each sowing event. The relationships between the accumulated
TT and MEP were studied for each genotype in irrigated plots to
ensure situations with high water availability. Linear and quadratic
regressions between MEP and accumulated TT were explored
using all or a subset of the sowing events with Graphpad Prism®
software.

Maximum germination proportion in several species shows a bell-
shaped response to increasing temperatures (Grundy et al., 2000;
Seepaul et al., 2011). Thus, high temperatures may result in a lower
germination proportion than predicted with a linear model drives
by TT accumulation with a single formula as Equation (1), and the
same result is to be expected for low water potentials. These de-
viations from the linear model may be corrected by weighting the
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TT accumulation in days with higher temperatures, lower water po-
tential, or both. Thus, we tested the use of a coefficient to weight
the degree-days contribution of such days. This coefficient can as-
sume different values, one for each hydrothermal range (HTR), and
these ranges were defined using temperature and water potential
thresholds. Such daily weighted thermal time index (WTTI) may be
expressed as follows:

WTTI, = Wy, (Tm; = T,) 4)

where wy . is the weighting coefficient of the day i, which can get a
value between 0 and 1 according to the fitted value for the hydrother-
mal range (HTR) that corresponds to the day I.

Anormalization with days until MEP was also necessary for WTTI

optimization. The normalized WTT| can be described as follows:

2 [WTTI, _ X chHTR); x (Tmy; *Tn)l

i n

AWTT; = (5)

where AWTT is the Average Weighted Thermal Time for j sowing
event, with degree-days by day (°Cd d™*) as units, i is days after sowing,
n is days until MEP, Tm is the mean air temperature, T, is base tempera-
ture threshold which take the same value adjusted for emergence tim-
ing models and wy,p, is the weighting coefficient, which dependents
on the hydrothermal range (HTR).

Temperature and water potential thresholds and w g, val-
ues were optimized by iteration with Solver tool of MS Excel®
until Pearson's correlation coefficient between AWTT and MEP
was maximized by genotype and irrigation treatment. The data
from all sowing events was used for model optimization, in order
to build the most robust model. However, model validation was
not possible because no seedling emergence independent data on
these Paspalum genotypes was available. Each iterated parameter
required a definition of boundaries. Regression analyses for MEP
with AWTT were carried out with Graphpad Prism® software, and
the determination coefficient (Rz) was used as a fitting diagnostic.
An F-test (¢« = 0.05) was carried out for each regression to test

slope significance.

3 | RESULTS

3.1 | Environmental conditions during emergence
evaluation periods

Mantevideo showed a lower mean temperature (Tm) than Salto
and Buenos Aires, but there was not a clear difference in Tm be-
tween years (Table 1; Figure S1). Lower precipitation was recorded
in 2013 in comparison to 2014, which resulted in lower soil water
potential (¥} in several days of 2013 and almost none in 2014
(Table 1; Figure S1). For each sowing event and irrigation treat-
ment, no substantial differences was observed among Paspalum
genotypes in the time interval to reach MEP (Figure $2); thus, the

33



GLISON Li AL,

sl wiLey-fssed.

number of days until MEP was considered the same for all geno-
types (Table 1).

3.2 | Modelling emergence timing

Data from irrigated plots from Montevideo 2014 were used to
fit the Weibull function for each Paspalum genotype with TT as
a predictor. A high fit for the Weibull function was obtained for
all genotypes (R2 between .91 and .96) when T, = 8°C; thus the
TT scale with T, = 8°C was selected for modelling all genotypes.
Differences in the Weibull b-parameter (p < .001) were found
among genotypes under irrigated conditions. P. dilatatum Chird
showed the lowest b-parameter value compared to the other gen-
otypes (Table 2).

For non-irrigated plots, data from Montevideo in 2013 and 2014
were used to fit the Weibull function with WT, excluding M14-LS
because no emergence was registered in some replicates. R? val-
ues higher than .80 were achieved for all Paspalum genotypes with
T, =8°Cand ¥, higher than -1.2 MPa. A reasonable fit was retrieved
for all genotypes (R* between .80 and .86) with ¥, =-1.0 MPa; thus,
this WT scale (with T, = 8°C and ¥, = -1.0 MPa) was used to model
all genotypes. No differences among genotypes were detected for
Weibull b-parameters (p = .28). There were no differences among
genotypes in Weibull c-parameter for both irrigation treatments
(Table 2).

Models forirrigated plots successfully predicted the observed
relative emergence for all Paspalum genotypes in several sowing
events (RMSE < 17%). Some genotypes got high RMSE values in
B13-LS, M13-LF and M14-LS (Table 3). However, all models failed
to predict observed relative emergence for M13-ES and S13-ES
sowing events, where the models underestimated the time to
emergence (Table 3; Figure 1j). On the other hand, models for
non-irrigated plots showed poor predictive ability (RMSE > 17%)
more often than for irrigated plots. However, WT models were
better than TT models to predict non-irrigated observed data

(Figure 1b,e,h.k). The models for non-irrigated plots showed low

RMSE (<17%) for most fall sowings, but the prediction ability was
often inadequate for the spring dates; high RMSE was estimated
for all the genotypes in M13-ES, M14-ES and M14-LS sowing
events (Table 4).

3.3 | The effect of sowing season and genotype on
emergence proportion

All Paspalum genotypes showed higher maximum emergence propor-
tion (MEP) in early-spring dates, except for P. urvillei in non-irrigated
plots (Table 5). Across genotypes, the lowest MEP was estimated
for late fall in irrigated plots and late spring in non-irrigated plots.
P. dilatatum Chirt showed higher MEPs, and the lower MEPs were
observed for P. urvillei in spring and by P. notatum in fall sowings,
regardless of irrigation treatment. Differences in MEP between ir-
rigation treatments were found in spring sowings for all Paspalum

genotypes, but only within some genotypes in fall sowings.

3.4 | Relationships between MEP and
accumulated thermal-time

Differences in the number of days until MEP across sowing events
were found (Table 1), so, normalization for the TT accumulated with
days until MEP was done, and average daily thermal time was gen-
erated for each sowing event. As MEP is a variable with a binary
distribution, probit transformation was used to avoid the predic-
tion of negative proportions. All Paspalum genatypes showed similar
MEP responses to increasing average daily thermal time in irrigated
plots, where MEP linearly increased until it starts to decline and be-
come more variable in sowing events with higher TT accumulation
(Figure 2). Quadratic regressions performed poorly (R? < .46) when
all irrigated plot data were used. Significant linear regressions with
higher fitting results were obtained for each genotype when only
data from colder sowing events (AMT < 19.5°C, Table 1) were con-

sidered (Figure 2).

TABLE 2 Adjusted means and standard

Weibull parameters

deviation of Weibull b- and c-parameters

Irrigation treatment! Genotypes b-parameter
Irrigated (T, = 8°C) P. dilatatum Chird 153.3 + 31.6c*
P. dilatatum flavescens 1757 £ 19.3b
P. notatum 189.0 + 13.9ab
P. urvillei 203.4 +31.2a
Non-irrigated (Tb =R P. dilatatum Chirt 2317 +572a
¥, =-1.0MPa) P. dilatatum flavescens 230.1 +44.7a
P. notatum 2504 +42.7a
P. urvillei 2497 + 59.2a

c-parameter estimated by Paspalum genotypes for
Montevideo 2014 irrigated plots and
Montevideo 2013 and 2014 non-irrigated
4.25 + 2.67a plots.

390+ 1.87a
429 + 1.17a
470+ 2.83a

3.75 + 1.49a

4.01 +1.25a
517 +1.73a
448 + 2.49a

fTerr\perature and water potential base thresholds used to calculate TT and WT are shown.

*Different letters within each combination of irrigation treatment and Weibull parameter mean
significant differences among genotypes, according to Least Significant Difference test (a < 0.05).
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TABLE 3 Rootmean square error ’ 5
% P. dilatatum P. dilatatum

{RMSE; percentage as ynit)and Chird flavescens P. notatum P. urvillei

determination coefficient (R?) between - i

predicted and observed relative Sowing event RMSE RMSE RMSE

emergence from irrigated plots for each codel (%) R? RMSE (%) R? (%) R? (%)

sowing event and Paspalum genotypes R 12 o3 = e b o6 105 ot

obtained witha TT index with T, = 8°C. & ) . : . . ; )
B13-LS 189°  76' 106 92 203 74 214 73
M13-LF 239 .62 18.9 2 218 61 79 96
M13-ES 36.6 .23 31.2 43 228 73 26.5 .60
M13-LS 6.7 98 9.1 96 16.2 .86 151 .89
M14-EF 7.0 97 8.0 96 74 97 115 92
M14-LF 57 98 7.9 96 7.0 97 11.0 93
M14-£S 20.5 74 12.0 89 11.1 b | 13.5 .89
M14-LS 16.2 .85 9.7 95 7.8 96 8.9 95
S513-EF 10.6 91 15.6 .80 9.8 94 49 99
513-ES 34.2 .28 32.2 A3 201 74 27.5 .56

"Sowing events in italics were used for model development.
“High RMSE values (> 17%) and low R? (< .80) were shown in bold.
TABLE 4 Root mean square error 2 =
: P. diatatum P. dilatatum

(RMSE, peccentage.2s unithand Chird flavescens P. notatum P. urvillei

determination coefficient (R?) between - )

predicted and observed relative Sowing event RMSE RMSE RMSE

emergence from non-irrigated plots codel (%) R? RMSE(%) R? (%) R? (%6) R?

for each sowing event and Paspalum — 277 T —— — p - 153 -

genotypes obtained with a WT index with : B ’ . . . . ! :

T,=8°Cand ¥, = -1.0 MPa. B13-LS 18.0 83 18.6 .83 14.2 .90 229 .74
M13-LF 8.1 96 10.8 93 111 91 147 .88
M13-ES 26,6 .35 209 .70 178 71 249 .65
M13-LS 18.6 70 229 A9 16.1 .82 344 A5
M14-EF 11.4 21 91 24 7.6 97 19.3 71
M14-LF 2.7 95 9.4 95 5.6 .98 9.7 23
M14-ES 33.0 39 24.3 64 243 63 17.0 .83
M14-158 237 .70 27.6 .58 221 .70 504 <0
513-EF 58.8 .34 12.3 S0 11.8 92 17.1 .84
S13-ES 8.5 96 13.9 89 13.8 .88 251 .67

TSowing events in italics were used for model development.

*High RMSE values (> 17%) and low R? (< .80) were shown in bold.

$This Montevideo 2014 sowing event was excluded from the mode| dataset because no emergence
was registered in some replicates.

3.5 | AWTT index optimizations

Optimization proceeded first for irrigated plot data, assuming no soil
water deficit. The base temperature value for AWTT (Equation 5) was
the same as adjusted for emergence timing models (T, = 8°C). Lower
(Tjq,) and higher (Thigh) temperature thresholds were defined, thus,
three HTR were built; fow-T (Tm < T, ), mid-T (T,
high-T (Tm > T,“Eh). Some W) WeTE fixed throughout all optimiza-
(mid-Tihigh-w) = 1.0, which is the HTR where the lin-
ear regression between MEP and average daily thermal time was met

low < M < Tp) and

low

tion procedures; w,

(Figure 2), and Wy, = 0 for whole low-T range regardless of ¥, where

no emergence is likely. Boundaries for iteration were set to 8 and 14°C

for T, . 18°Cand 24°C for ngh, and 0 and 1 for Woprry- Linear regres-

low*
sion with optimized AWTT was obtained for each Paspalum genotype
(p <.001, Figure 3). Alower T, was adjusted for P, dilatatum Chiriand
P. urvillei and also a lower ngn for P. dilatatum Chirt, while Winigh-Tihigh-)
was adjusted between 0.25 and 0.38 for all genotypes (Table 6A).
Water potential thresholds were included to optimize AWTT for
non-irrigated data. Optimized AWTT with a single water potential
threshold reached a significant linear regression for some Paspalum
genotypes (p < .001); however, no R? higher than .32 was retrieved.
Two soil water potential thresholds were defined to improve the
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Wet-thermal time (°C-day)
in non-irrigated plots
(T, = 8°C, W, = ~1.0 MPa)
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Thermal time (*C-day) in
non-irrigated plots
(T,=8%C)

Thermal time (°C-day) in
irrigated plots
(T,=8°C)

FIGURE 1 Examples of relative
emergence predicted by models (solid
lines) and the best-adjusted Weibull
curves (dashed lines) for observed

data (black points) in both irrigation
treatments. (a, d, g, j) Models built for
irrigated plots compared to observed
data in irrigated plots using thermal time
accumulation. (b, e, h and k) Models built
for irrigated plots compared to observed
data in non-irrigated plots using thermal
time accumulation. (c, f, i and I) Models
built for non-irrigated plots compared to
observed data in non-irrigated plots using
wet-thermal time accumulation. For each
plot, the determination coefficient (R%)
between predicted and observed data is
shown.

TABLE 5 Adjusted means for maximum emergence proportion for each level of irrigation treatment, sowing season and Paspalum

genotypes (fixed effect factors) after deviance analysis.

Sowing seasons

Irrigation treatment Genotypes Early fall Late fall
Irrigated P. dilatatum Chira 0.52 b -1 0.45 a B
P. dilatatum flavescens 0.61 a B 0.21 b C
P. notatum 0.26 d B 0.14 c C
P. urvillei 03?2 ¢ A 0.20 e B
Non-irrigated P. dilatatum Chira 0.45 a B 0.44 a B
P. dilatatum flavescens 035 b B* 026 b Cc
P, notatum 0.27 = B 0.21 # BC*
P. urvillei 032 b A 020 ¢ B

Early spring Late spring

077 a A 0.80 a A
071 b A 0.68 b AB
0.51 c A 0.55 L A
043 d A

055 a A" 0.23 a c
042 b A" 017 a D*
038 ¢ At 018 a e
023 d B* 0.02 < {

0.35 d A

Note: Standard deviation and number of groups (in brackets) estimated for each random effect factor in logit scale: Site = 0.15 (2), Year = 0.14 (2),
Block = 4.7 % 107*(3), Block x Irrigation treatment = 0.043 (6), Block x Irrigation treatment x Sowing season = 0.086 (24).

TLower-case letters indicate differences among genotypes within each irrigation and sowing season combinations. Upper-case letters indicate
differences among sowing season within irrigation and genotype combinations (Tukey's test o = 0.05). Asterisks in non-irrigated rows indicate
differences between irrigation treatments within sowing season and genotype combinations (*p < .001).
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(a) y=2.6+0.51x-0.02x", k' =0.20
y=3.4+0.24x R =0.49
0.98 -
0.84
0.50

0.16 -
0.02

()  y=0.53+0.69%-0.03x, R =045
¥=2.0+0.28x R? =065

0.98

0.84

0.50

Maximum emergence proportion

0.16
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(b) ¥=0.07+0.89x-0.04x", R* = 0.42
y=17+040x R"=0.63

(d) y=3.1+0.27x-0.01x", R* =0.07
y=3.2+0.17x R?=0.29

0.98
0.84 -
0.50
0.16
0.02 {

5 10 15 20

Average daily thermal time ("C-day d~!)

FIGURE 2 Relationship between maximum emergence proportion (MEP) in probit scale and average daily thermal sum for each Paspalum
genotypes inirrigated plots: (a) P. dilatatum Chird, (b) P. dilatatum subsp flavescens, (€) P. notatum and (d) P. urvillei. The average daily thermal
time was obtained by dividing the accumulated thermal time (with T, = 8°C) required to reach MEP with days until MEP. Symbols are mean
MEP for each sowing event and vertical lines represent the standard deviation. Quadratic regressions (dashed lines) were obtained with all
sowing events (white + black symbols) and linear regressions (solid lines) were obtained with sowing events marked with white symbols.
Adjusted quadratic and linear equations for each genotype and the determination coefficient (R?) for each regression are shown.

fitting; low (¥, ) and high (Whigh}‘ which combined with the two tem-
perature thresholds resulted in nine HTR (Figure $3). Boundaries for
temperature thresholds and iterated w,,, were maintained, and for
water potential thresholds were set to -0.1 and -1.0 MPa for Pien
and -1.0 and -5.0 MPa for ¥ . Higher R? values than in previous
optimizations for non-irrigated plots were obtained with nine HTR
(Table 6B; Figure 4). P. notatum adjusted higher T, ,, and P. dilatatum
subsp. flavescens higher T, than other genotypes. Differences

(between -1.2 and

igh
among Paspalum genotypes were found for ¥
-3.8 MPa) but not for L All genotypes registered Wiigh-Timid-7) = Q
and w g < 1.0 for the other iterated coefficient, except for mid-

T|mid-¥ range (Table 6B).

4 | DISCUSSION

4.1 | Performance of the models for emergence
timing

Good predictive ability for emergence timing was achieved with
thermal time models for a broad range of sowing events in irrigated
plots, but a wet-thermal time model was required to fit the models
for fluctuating soil water scenarios {(Royo-Esnal et al., 2010). Despite
this, the WT models showed low accuracy in some of their predic-
tions, similar to emergence models built for several weed species
(Leguizamadn et al., 2005; Martinson et al., 2007; Roman et al., 2000;

Wang et al., 2006). The adjusted timing models for the assayed
Paspalum genotypes suggest that high temperatures are associated
with higher seedling emergence rates when water content is not low
enough. Similar emergence timing models for other species needed
an upper-temperature threshold to achieve a better fit (Royo-Esnal
et al., 2015).

Alow prediction ability of emergence timing models may be attrib-
utable to the expression of processes other than germination and seed-
ling-growth rates. For example, seed dormancy of Paspalum species
could change during the period of evaluation due to the effect of spe-
cific alternating temperature regimes (Roundy & Biedenbender, 1996;
Schrauf et al., 1995), which may shift the WT-model base thresholds
(Qiu et al., 2006). The effect of alternating temperatures was added to
a TT-timing model to predict field emergence in johnsongrass (Sorghum
halepense L. Pers.; Benech-Arnold et al., 1990). Without accounting
for the effect of alternating temperature, this model underestimates
emergence timing (Batlla & Benech-Arnold, 2015), similar to what we
observed in our validation results in some spring sowing dates, partic-
ularly the early ones. This response, together with higher emergence
proportions, suggests that alternating temperatures of early spring
could have a dormancy breaking effect for Paspalum species, as was
demonstrated in previous work (Schrauf et al., 1995). On the other
hand, changes in soil water content per se may also affect seed dor-
mancy levels (Batlla & Benech-Arnold, 2006), which can explain several
high-RMSE results for WT madel validations (Table 4). The combined
effects of water fluctuation and alternating temperature may explain
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TABLE 6 Adjusted values by Paspalum genotypes for temperature (T, Thign) 3nd water potential (¥, ¥,.,) thresholds, and weighting
coefficient 1W(HTR=) of iterated hydrothermal ranges. The determination coefficient (RZJ for each lineal regression is also shown as the fitting
diagnostic.

{A) Adjusted values for irrigated plot

Paspalum genotypes
P. dilatatum Chird P. dilatatum flavescens P. notatum P. urvillei
Thresholds

T0u (°C) 8.1 111 11.1 9.3

Thien °C) 19.8 21.3 215 21.3
Wy by hydrothermal range’

High-Thigh-¥ 0.34 0.35 0.38 0.25
Fitting diagnostic (R? 45 68 .54 o 1
(B) Adjusted values for non-irrigated plot with two water potential thresholds

Paspalum genotypes
P. dilatatum Chiru P. dilatatum flavescens P. notatum P. urvillei
Thresholds:

Tow (°C) 8.0 8.1 111 8.2

T l5C) 18.3 204 18.5 18.5

Pyign (MPa) -0.1 -0.1 -0.1 -0.1

7, MPa) -37 -2.3 1.2 g
Wyeirey by hydrothermal range”

High-Tlhigh-%¥ 0.55 0.51 0.52 0.3

Mid-T|mid-¥ 1.0 0.73 052 1.0

High-T|mid-¥ 0 0 o] 0

Mid-T|low-¥ 0.62 0.37 1.0 0.84

High-Tllow-¥ 0.66 0.75 073 0.24
Fitting diagnostic (R?) .38 .45 52 .28

"Weighting coefficient values for low-T range for any soil water potential was zero and for mid-Tlhigh-¥ range was one. Both were defined as fixed

throughout all optimizations.

the worse prediction ability of WT models for spring dates in compar-

ison to fall dates.

4.2 | Maximum emergence proportion: Sowing
season effects

High emergence proportions were recorded in spring in irrigated
plots; however, in non-irrigated plots, the lowest proportion was
observed for late-spring dates. Low emergence proportions were
reported for several warm-season grasses in late-spring dates
without irrigation (Evers & Parsons, 2003; Hsu & Nelson, 1986;
Keyser et al., 2016). The water content is critical for the emergence
of this kind of grasses due to their particular seedling morphol-
ogy which needs adequate water availability near the soil surface
(Masters et al., 2004). Furthermore, a significant amount of seed-
ling emergence was registered for fall season sowing events, even
in the late-fall ones, although Paspalum species are warm-season
grasses. Paspalum dilatatum shows a high leaf frost resistance among

warm-season grasses (Rowley, 1976), which allows it to maintain
leaves alive during winter in warm-temperate climates. For this rea-
son, fall sowing dates (the earlier, the better) may be appropriate for
P. dilatatum.

4.3 | Maximum emergence proportion: AWTT
optimization and weighting coefficient values

Linear regressions were attained after optimizing AWTT show-
ing moderate to low fitting, but with higher fitting than obtained
with quadratic and linear regressions between maximum emer-
gence proportion and the thermal time accumulated without
weighting (Figures 2 and 3). Slight differences in seed depth
may retrieve significant variation in seedling emergence (Berti &
Johnson, 2013). This fact may explain differences found among
replicates. Despite the moderate fitting, the AWTT optimization
retrieved some parameterized information (temperature and soil
water potential thresholds and weighting coefficient values for
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FIGURE 3 Linear regressions between maximum emergence proportion (MEP) with an optimized average weighted thermal time (AWTT)
index for irrigated plots for each Paspalum genotypes: (a) P. dilatatum Chird, {b) P. dilatatum subsp. flavescens, (c) P. notatum and (d) P. urviilei.
Each point represents the mean MEP for a sowing event and vertical lines are the standard deviation. Linear regression (solid lines) and

the 95% prediction interval (dashed lines) are shown. Linear regression equations and their adjustment (R?) are also shown inside each plot
where p{MEP) means probit transformed MEP. Adjusted values by genotypes for iterated WinTR) and thresholds are shown in Table 6A.

FIGURE 4 Linear regressions between (a) | p(mER)=2.81+036x AWTT (b) | p(MEP)=1.47 +0.47 x AWTT
maximum emergence proportion (MEP) 0.98 | #=038 0.og =045
with an opt\mlzed aijerage weighted fia 0.84 ‘
thermal time (AWTT) index far non- = ‘
irrigated plots for each Paspalum S 050 0.50 ‘
genotypes: (a) P. dilatatum Chird, (b) P. S 016 0.16 |
dilatatum subsp. flavescens, (c) P. notatum g’ 0.02 0.02 ‘
and (d) P. urvillei. Each point represents a ‘
the mean MEP for each sowing event and § 4 5 6 7 8 4 5 6 7 8 9
vertical lines are the standard deviation. g
Linear regression (solid lines) and the @
95% prediction interval (dashed lines) are g () PIMEP) = 117+ 0.53 X AWTT () | p(MEP) = 1.37 + 0.51 x AWTT
shown. Linear regression equations and £ pogg =052 0.98 |R2=028
their adjustment (R%) are also shown inside g i
each plot where p(MEP) means probit '5 ’ 3 0.84 e
transformed MEP. Adjusted values for s 050 0.50
iterated wy7p, and thresholds are shown 0.16 0.16
in Table 6B. 0.02 0.02 |
4 § 6 7 8 2 3 a4 -1 6 7 8

each hydrothermal range) about the response of seedling emer-
gence in each species to high temperatures, low water potential
or both.

The adjusted thresholds and coefficient values can be taken as
hypotheses about the effect of environmental variables on processes

Average weighted thermal time
(°C-day d)

involved in setting the proportion of emerged seedlings, mostly the
expression of seed dormancy and pre-emergence seed death (Batlla
& Benech-Arnold, 2010; Forcella et al., 2000; Grundy, 2003). Seed
dormancy induction was observed in other warm-season grasses
with temperatures higher than 20°C without water deficit (Duclos
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et al,, 2014; Masin et al., 2006). An increase in seedling death is ex-
pected when restrictions in water availability occur at high tempera-
tures (Evers & Parsons, 2003). The weighting coefficients for days
with high temperature and soil water potential (high-T|high-¥ range)
was lower than 1.0 and for days with high temperatures and mild soil
water deficit (high-T|mid-'¥ range) adjusted equal to zero. These re-
sults suggest that seed dormancy induction may be higher than seed
dormancy release in temperatures higher to 20°C for the assayed
Paspalum genotypes even without soil water deficit, but seedling
death rate must be considered when soil water deficit is present in
addition to seed dormancy induction effect.

Defining two soil water potential thresholds was necessary to
increase model accuracy for non-irrigated plots. Contrary to expec-
tations, high coefficient values (between 0.66 and 0.94) were ad-
justed for the high-T|low-¥ range. Days within such hydrothermal
range occurred only in a few sowing events (B13-ES, B13-LS and
M13-L5). However, in those cases, there were enough precipitations
to allow seedling emergence after such days (see Figure S1). Higher
germination proportions may follow hydration-drying-rehydration
sequences than under constant seed hydration (Batlla & Benech-
Arnold, 2006; Shen et al., 2001). The AWTT index is not able to
distinguish the environmental fluctuation sequence. Also, a low
fraction of days that fell into the high-T|low-¥ range was obtained
(less than 7% of total days evaluated, Figure S3). Thus, the weight-
ing coefficient value for this hydrothermal range may be an artifact.
Germination assays with hydration-drying-rehydration sequences
lack for Paspalum species, in order to know the response to this pos-

sible environmental scenario during crop establishment.

4.4 | Differences among assayed
Paspalum genotypes

Differences in seed physiological traits (germination, dormancy)
and their environmental response among closely related species or
cultivars that may affect seedling emergence behaviour are usual
(Royo-Esnal et al., 2010; Seepaul et al., 2011). Paspalum dilatatum
Chirt showed the lowest emergence timing and the highest maxi-
mum emergence proportions among Paspalum genotypes for both
irrigation treatments. This seedling emergence behaviour is congru-
ent with our previous results showing that the seed dormancy of the
Chira biotype is lower than that of other genotypes of P. dilatatum
(Glison et al., 2015, 2017).

Moreover, a decrease in germination proportion through sim-
ulated reduced water potential has been reported for P. dilatatum
and P. notatum (Cornaglia et al., 2005; Mullahey et al., 1996). The
same trend has been observed in other warm-season grasses
(Springer, 2005). Based on this, no difference in seedling emergence
among genotypes under soil water deficit is expected; however, for
P. notatum, the WT model showed better predictive power than
other Paspalum genotypes. Also, high weighting coefficient values
for both mid-T|mid-¥ and mid-Tllow-¥ hydrothermal ranges were

fitted. Both results suggest a lower sensitivity to water deficit for
this genotype of P. notatum, which must be tested in controlled ger-
mination and seedling emergence assays.

Low predictive power of emergence timing models and lower
maximum emergence proportions were obtained for P. urvillei in
non-irrigated plots. These results may be interpreted as a high
sensitivity to water deficit which may be attributed to high seed
dormancy. However, P. urvillei showed low seed dormancy in ful-
ly-hydrated germination assays (Harris, 1961; Souza-Chies & Cavalli-
Molina, 1995). Paspalum urvillei has smaller seeds than the other
Paspalum species (Burson, 1992). Among our seed lots, seed weight
for P. urvillei was 35% and 23% that of P. dilatatum Chira and P. no-
tatum. Small seeds tend to produce seedlings with a lower ability
to overcome soil impedance, which increases with soil water deficit
(Finch-Savage & Bassel, 2016). Thus, a higher seedling death rate
may have contributed to explaining the response of P. urvillei in soil
water deficit situations.

4.5 | Practical sowing implications

As a general trend, late-spring dates often showed high tempera-
tures, which induced earlier emergence timing, but also a reduced
emergence proportion even with full water availability, probably re-
flecting seed dormancy induction. These results have important im-
plications for the selection of the appropriate sowing date for these
species. On the other hand, our results suggest that the selection
of genotypes with low seed dormancy such as Chirii or applying a
dormancy-release treatment, as a dry storage period or a scarifica-
tion treatment (Glison et al., 2015, 2017), may also be effective to
achieve higher stand establishment. Our emergence results suggest
that sowing Paspalum species very early in the fall combined with
cold-season species may be possible to establish mixed pastures in
warm-temperate regions.

5 | CONCLUSIONS

The emergence timing models we developed were adequate to
describe observed data, mainly for situations without water defi-
cit. However, improvements are required to describe early-spring
sowings more accurately. Furthermore, we introduced a modified
thermal time index (AWTT), which can be empirically adjusted for
seedling emergence proportion or for other traits driven by thermal
time accumulation. This index was built only on data gathered from
weather stations and field emergence records and it could be useful
when not enough a pri

nformation on dormancy, germination and
seedling emergence is available for a species. The adjusted AWTT
parameters (thresholds and coefficient values) may also be useful to
make hypotheses about environmental effects on processes under-
lying emergence proportion such as seed dormancy expression and
pre-emergence seedling death.
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4. ENTENDIENDO LOS PATRONES GEOGRAFICOS DE ESPECIES DE
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MODELADOS DE LA DISTRIBUCION Y CARACTERISTICAS DE LA
GERMINACION DE LAS SEMILLAS

4.1. AUTORES Y FILIACIONES

Loa autores del trabajo fueron: Nicolas Glison, David Romero, Virginia Rosso, José
Carlos Guerrero y Pablo Speranza. Nicolds Glison y Pablo Speranza son del
Departamento de Biologia Vegetal de la Facultad de Agronomia de la Universidad de
la Reptiblica. José Carlos Guerrero es del Instituto de Ecologia y Ciencias Ambientales
de la Facultad de Ciencias de la Universidad de la Republica. David Romero es del
Departamento de Biologia Animal de la Facultad de Ciencias de la Universidad de
Malaga (Espafia). Virginia Rosso es de la Catedra de Botanica Sistematica de la

Facultad de Agronomia de la Universidad de Buenos Aires (Argentina).

4.2. RESUMEN EN ESPANOL

Las especies sexuales del complejo Dilatata (Paspalum dasypleurum, P. flavescens, P.
plurinerve, P. vacarianum y P. wurvillei) estan estrechamente relacionadas
filogenéticamente y muestran distribuciones alopatricas, excepto P. urvillei. Estas
especies muestran similitudes en su microhabitat y diferencias en caracteristicas de la
germinacion de sus semillas. En este trabajo, integramos modelos de distribucion de
especies (SDM) y experimentos de germinacion de semillas para determinar si las
divergencias en la germinacion explican el patron biogeografico que presentan. Se
optimizaron SDM en América del Sur con datos de presencia y ausencia y variables
ambientales. Ademas, se muestrearon poblaciones de cada especie de areas altamente
favorables en los SDM y sus semillas se germinaron en diferentes temperaturas y
condiciones de terminacion de la dormiciéon. Se comprobaron las diferencias entre
especies en la dormicion de las semillas y en la amplitud del nicho de germinacion y
se evaluaron regresiones lineares entre indices de la dormicion de semillas y variables
climaticas de las locaciones donde las poblaciones provenian. Los SDM clasificaron

de forma correcta las ausencias y presencias observadas para cada especie. Los
44



factores espaciales y las actividades humanas fueron los principales factores que
explican estas distribuciones. Tanto los SDM como los analisis de germinacion
confirmaron que el nicho de P. urvillei es mas amplio que el de las otras especies.
Estas ultimas mostraron distribuciones restringidas, nichos de germinacion mas
estrechos y una alta correlacion entre los indices de dormicion de semillas y el régimen
de precipitaciones en sus sitios de origen. Ambas aproximaciones metodologicas
proporcionaron evidencias para cada especie sobre si tienen comportamientos
generalistas o especialistas del habitat. Las divergencias en la dormicion de semillas
entre las especies especialistas (P. dasypleurum, P. flavescens, P. plurinerve y P.

vacarianum) pueden explicar las distribuciones alopatricas que muestran.
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Abstract: The sexual species of the Dilatata complex (Paspalum dasyplewrum, P. flavescens, P. plurinerve,
P. vacarianum, and P. urvillei) are closely related phylogenetically and show allopatric distributions,
except P. urvillei. These species show microhabitat similarities and differences in germination traits.
We integrated species distribution models (SDMs) and seed germination assays to determine whether
germination divergences explain their biogeographic pattern. We trained SDMs in South Amer-
ica using species’ presence-absence data and environmental variables. Additionally, populations
sampled from highly favourable areas in the SDMs of these species were grown together, and their
seeds germinated at different temperatures and dormancy-breaking conditions. Differences among
species in seed dormancy and germination niche breadth were tested, and linear regressions between
seed dormancy and climatic variables were explored. SDMs correctly classified both the observed
presences and absences. Spatial factors and anthropogenic activities were the main factors explaining
these distributions. Both SDMs and germination analyses confirmed that the niche of P. urvillei was
broader than the other species which showed restricted distributions, narrower germination niches,
and high correlations between seed dormancy and precipitation regimes. Both approaches provided
evidence about the generalist-specialist status of each species. Divergences in seed dormancy between
the specialist species could explain these allopatric distributions.

Keywords: favourability function; local adaptation; native grasses; regeneration traits; seed dormancy;
specialist species; South America

1. Introduction

The grasslands of midlatitude lowland regions of South America show an unusually
high biodiversity. In particular, the grassland in the southeastern part of South America is
one of the largest and most diverse in the world [1]. In these regions, recently diverged
species, populations, and entities forming species complexes have been described in sev-
eral taxa. This high intraspecific variability has been attributed to repeated past range
fluctuations and fragmentation into multiple climatic refugia [2-6]. However, biodiversity
in such regions may be threatened due to land-use changes, mainly due to the intensifica-
tion of agriculture and forestry in the few last decades [1,7] and the absence of adequate
conservation policies [8].

The genus Paspalum (Poaceae) is a highly diverse taxon in the South American grass-
lands [9]. Within Paspalunt, the Dilatata species complex is an allopolyploid group of
warm-season grasses composed of several apomictic taxa, such as the pentaploid Paspalunt

Plants 2023, 12, 1342, https:/ /doi.org/10.3390/plants12061342

hitps:/ /www.mdpi.com/journal /plants

46



Plants 2023, 12,1342

20f23

dilatatum Poir., which has been extensively studied as a forage crop [10,11]. This group also
contains five sexual species: P. dasypleurunt Kunze ex. Desv., P. flavescens (Roseng., Arrill.
and Izag.) Speranza and G. H. Rua, P. plurinerve Quarin, Valls and V. C. Rosso, P. vacarianum
Valls and V. C. Rosso, and P. urvillei Steud. [12]. The apomictic species of the Dilatata group
encompass rather indefinite groupings of interspecific hybrids [13]. However, despite their
close phylogenetic relationship, the five sexual species included in this group can be con-
sidered very well delimited and recently diverged independent evolutionary units [14,15].
These sexual species are highly autogamous [16] and, although hybrids can be obtained
artificially, mostly no gene flow has been observed in nature among them [17].

The geographical location of the sexual Dilatata species has been recently reported,
however, its distribution has not been biogeographically analysed. Four of the five species
(P. dasypleurum, P. flavescens, P. plurinerve, and P. vacarianum) show a restricted and mutually
exclusive geographical distribution, however, P. urvillei shows a wider continuous distribu-
tion co-occurring in its native range with the last three species mentioned above [12,18].
The reported distributions suggest that P. urvillei has a generalist habitat behaviour, which
translates into its ability to occupy diverse environments and larger areas at the ecological
scale. In contrast, the other four species are closely associated with more specific regions
and are probably more specialist [19]. Despite this, all the sexual Dilatata species occupy
similar microhabitats with high light and soil water availability and are frequently found
on roadsides and disturbed ranges [12,16,20].

The distribution of a plant species is determined by historical and environmental
factors and its interaction with other species. Species distribution models (SDMs) have
been extensively used as an approach to understanding the potential distribution of a
species and to test biogeographical, ecological, and evolutionary hypotheses [21-26]. SDMs
help identify drivers that determine the favourable regions for a species and the habitat
characteristics that define their ecological niche breadth [24,27,28]. A broadly used SDM
method consists of correlative models that use logistic regressions to link species’ presence-
absence data with environmental and geographic data. [29,30]. Among these SDM methods,
the favourability function is suitable for SDM comparisons between species with different
prevalences in the same study area through fuzzy logic tools [31-34].

Crucial ecological processes that determine geographic distribution at the scale of envi-
ronments or habitats, such as progeny dispersion, physiological responses to environmental
stresses and biotic interactions, are not easy to incorporate explicitly into the SDMs [35,36].
However, integrating relevant plant functional traits as a species performance currency
could be informative for understanding the mechanistic basis of the adaptation associated
with the described distributions [37,38]. Functional traits are measurable individual-level
features that interact with environmental and ecological factors [39]. Ecological hypotheses
have been tested mainly with functional vegetative traits, frequently overlooking regenera-
tion traits [40]. In spite of this, vegetative and regeneration traits may show contrasting
relationships with environmental factors [41,42].

The regeneration niche concept states that plant species occur in habitats where seed
germination and seedling establishment are possible [43-45]. Seed germination under a
range of conditions, mainly different temperatures, has been used to test the regeneration
niche hypothesis [46-50]. Seed germination responses are controlled by seed dormancy,
a quantitative and adaptable mechanism that inhibits germination until specific environ-
mental requirements are met. It can be estimated by evaluating germination in various
temperatures and dormancy-breaking factors [51,52]. The ability to germinate in a wider
temperature range often reflects reduced dormancy and a broader germination niche,
which may be associated with a generalist habitat behaviour [53-55]. Seed dormancy
mechanisms and germination responses to temperature are often highly conserved phylo-
genetically [56-58]. However, divergence in these traits among similar species is usual even
across fine-scale environmental variations, giving adaptive germination responses driven
by both genetic selection and phenotypic plasticity influenced by maternal effects [59-61].
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The sexual species of the Dilatata complex share several functional vegetative traits
with the very widespread and better studied P. dilatatun. They are perennial warm-
season C4 grasses with very high leaf frost tolerance [62-65] and minor differences in
growth habits [12,66]. Except for P. dasypleurum, no major differences in development or
vegetative persistence have been reported for these species in their reciprocal locations
when transplanted. Despite this, divergences can be relevant among regeneration traits.
Paspalun flavescens has been shown to exhibit a stronger seed dormancy than P. plurinerve,
which occurs further north [67,68]. However, information on germination for the rest of
the sexual Dilatata species is scarce [69]. In general, seed germination in the species of the
Dilatata complex occurs in relatively high temperatures. Germination can be improved by
seed dormancy-breaking factors such as cold stratification, nitrate addition and alternating
temperatures [67,70,71]. Each of these germination responses can be linked to ecological
and habitat preferences. For example, the germination proportion achieved after cold
stratification reflects the extent of the cold requirement during winter to germinate in
spring [72]. Also, the response to nitrate is a seed gap-detection mechanism and can be
related to the preference for disturbed places [51,73].

In this work, we integrated species” distribution modelling with the study of a regen-
eration trait to understand the geographical range occupied by the sexual Dilatata species,
and to explain the current biogeographical pattern of this group. First, we applied favoura-
bility models based on presence-absence data and a wide range of predictive variables
(spatial, topographic, climatic, land use, and anthropogenic activities) to determine the
favourable area of each species and identify key drivers determining their distributions. To
determine whether environmental favourability is related to germination traits, we sampled
genotypes (inbred lines) of the five species from locations with a high likelihood of being
located in the respective favourable areas. We grew them in a common garden experiment
and produced seeds to study germination under a range of alternating temperatures, nitrate
addition, and stratification treatments for two years. Seed dormancy and germination niche
breadth were estimated based on the germination results. We evaluated the differences in
seed dormancy among the species and performed regressions between germination and
environmental variables for each population. The ecological and biogeographical insights
brought by each approach were discussed.

2. Results
2.1. Explanatory Variables and Favourable Areas for Sexual Dilatata Species

The favourability results were congruent with the territories occupied by the observed
presences for each species (Figure 1). The spatial variable (Ysp) was relevant across the
models of the five species, and it was the most important predictor for the distribution of
P. flavescens and P. plurinerve (Table 1). Meanwhile, the urban cover was the most relevant
predictor for P. dasypleurum and P. urvillei, and the minimum temperatures in the coldest
month (Bio6) for P. vacarianum. For all the species analysed, at least one relevant model
variable was related to human activities (Table 1). All the explanatory variables of each
model do not show multicollinearity (variance inflation factor < 2). All the sites where
the genotypes used for the germination experiments were sampled appeared in hexagons
classified as of maximum favourability (F > 0.8), except for the northernmost point for
P. urvillei (red triangles in Figure 1). The area under the receiving operating characteristic
curve (AUC) was higher than 0.9 for all the models, which is interpreted as outstanding
discrimination ability (see Table A2). Moreover, the values obtained for the classification
parameters (sensitivity, specificity, correct classification rate and true skill statistic) were
always greater than 0.9 in all models except for P. urvillei (Table A2).
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Figure 1. Favourability models for each of the five sexual species of the Dilatata group based on
predictor variables from different factors: spatial configuration, topography, climatic, hydrology,
global land cover, and human activities (see Table Al). The zoom of each favourability model
(bottom maps) shows the species occurrences (white circles) and the occurrence of genotypes used
for germination assays (red triangles).

Table 1. Explanatory variables, and factors they belong to, for each of the five sexual species of the
Dilatata group in the SDMs obtained. Wald parameter values (according to Wald’s test) for predictor
variables included in each favourability model indicate the relative importance of each variable. Bold
numbers highlight the four most significant predictor variables of each SDM. Signs in brackets show
the positive or negative relationship between favourability and the variable. Abbreviations and
sources of each predictor variable are noted in Table Al.

Factors ‘Variables P. dasyplesriom P.fl P, pluris P. i P urvillei
Spatial Ysp 12553 (+) 107.32 (+) 19.65 (+) 1140 (+) 8109 (+)
Topography Slope 1880 (+) 6.14 (+)
Bio3 (isothermality) 1820 ()
Biob (Tmin coldest month) 1898 (—)
Climati Bio9 (Tmean driest quarter) 917 (+) 875(—)
e Biol4 (Precip. driest month) 10.80 (+)
Biol9 (Precip.
ol 7AED
ClimMoist 1788 (+)
Hydrology DistBigRiv 1015 (+) 13.77 (—)
Utban 3859 (+) 1019 (+) 8230 (+)
Crops 36.83(—)
Global land cover Bare 839 (-)
Shrub 861 (—)
WaterSeas 7.36 (=)
DistRoad 10.75 (-) 7.39 () 576 () 839 ()
L PopDen 7.90 (+)
Human activities st 5026 (_)
SumRoad 76.07 (+)

2.2. Gerniination Treatments

The harvested seeds were used to perform two experiments to analyse the germination

behaviour of these species. Sufficient seeds were collected for all genotypes. Particularly,
the number of seeds harvested for P. urvillei genotypes was two- to sixfold than that of
the other species in all harvest times. Experiment one was set to assess germination after
stratification treatments. Experiment two, on the other hand, was designed to assess
germination in a range of alternating temperatures with and without the addition of
nitrate to determine the thermal amplitude of germination in the presence or not of a
dormancy-breaking substance. The final germination proportion (FGP) showed significant
differences among treatment levels and species in both germination experiments (Table 2).
However, the uncertainty of germination (UG) and germination timing variables (mean
germination section for experiment one and mean germination time for experiment two)
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showed inconsistent differences among species through treatments or no differences at
all (see Table A4). Cold stratification resulted in a higher FGP than nonstratified seeds
(p < 0.05), except for P. dasypleurum, which reached germination proportions lower than
10% in all treatment levels in experiment one. Warm stratification showed lower FGP
than cold stratification for P. flavescens, P. plurinerve, and P. vacarianum, though not for P.
urvillei (Table 2a). For experiment two, germination without nitrate was almost nil in colder
temperatures (10/20 °C) and very low at 15/25 °C, except for P. urvillei and P. plurinerve,
which achieved 75% and 21%, respectively. The addition of nitrate allowed a higher FGP in
almost all temperatures and species (Table 2b). Germination with nitrate was close to 100%
at high temperatures (20/30 and 25/35 “C) for all the species (except P. dasypleurunt) and
at 15/25 °C for P. urvillei and P. plurinerve (Table 2b). Combining high temperatures with
nitrate also retrieved higher germination synchronicity (lower UG, Table A4).

Table 2. Adjusted means for final germination proportion (FGP) for each level of treatment
and species within each germination experiment. (a) Experiment one (stratification treatments),
(b) Experiment two (alternating temperatures and nitrate addition).

(2) Treatment P. dasypleurum P. flavescens P plurinerve P vacarianum P uroillei
without stratification 004 a B 04 ¢ B 054 ¢ AB 038 b AB 08 b A
cold stratification 008 a C 049 a BC 09 a AB 08 a AB 097 a A
warm stratification 04 a B 013 b B 08 b AB 050 b AB 0% a A

(b) Treatment P. dusypleurum P. flavescens P plurinerve P vacariamun P urvillei

10/20 °C water 0 a A 0 b A 0 b A 0 b A 04 b A
15/25°C water 0 a B 003 b B 021 a AB 005 b B 075 a A
20/30 °C water ol a B 031 a B 048 a AR 08 a A 08 a A

25/35°C water 09 a B 0% a B 03 a B 091 a A 07 a  AB
10/20 °C nitrate 0 b B 001 b B 010 b B 0@ ¢ B 081 b A
15/25 °C nitrate 02 a B 010 b B 098 a A 04 b B 09 a A
20/30 °C nitrate 03 ab B 0% a A 09 a 09 a A 0% a A
2535 °C nitrate 054 a B 098 a A 09  a A 098  a A 0% a A

(a) Lowercase letters indicate differences among stratification treatments within each species. Uppercase letters
indicate differences among species within each stratification treatment (p < 0.05). (b) Lowercase letters indicate
differences among temperature regimes within each species and nitrate addition combination. Uppercase letters
indicate differences among species within each temperature regime and nitrate addition combination. Bold
numbers indicate differences between distilled water and nitrate addition within each temperature regime and
species combinations (p < 0.05).

The ranking from higher to lower FGP in almost all treatment levels for both ex-
periments was P. urvillei, P. plurinerve, P. vacarianum, P. flavescens, and P. dasypleurum.
This ranking was observed for germination ability (GA) and germination evenness (GE),
two indexes used to estimate both seed dormancy level and germination niche breadth
(Figure 2). The variance of GA and GE was higher among species than among genotypes
within species or among harvest times (Table A5). The distribution of the variability in
the extent, timing, and synchronicity of germination among genotypes and harvest times
is depicted in the results of the PCA (Figure A2a). The first principal component (PC1)
explained 32.2% of germination variability, and the five species showed a clear gradient
along it. PC1 was positively correlated with FGP for seeds with warm stratification and
without stratification (Figure A2b), which are restricting conditions for germination in the
studied species. Also, PC1 is negatively correlated with UG at 20/30 and 25/35 °C with
nitrate (Figure AZb), conditions that tend to increase synchronicity (lower UG). Therefore,
the PC1 summarized several germination attributes, and its score is inversely related to
seed dormancy.
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Figure 2. (a) Mean germination ability (GA) and (b) mean germination evenness (GE) for each species.
These variables were generated to estimate both seed dormancy and germination niche breadth.
GE data were logit transformed before analysis. Vertical lines indicate a 95% confidence interval.

Different letters mean significant differences among species within each germination variable.

2.3. Relationships between Germination and Environmental Variables

Despite miner intraspecific differences, all genotypes of P. urvillei at all harvest times
attained higher FGP, lower UG, and lower germination timing than the other species under
most conditions assayed, which is reflected in higher PC1 scores (Figure A2). These results
suggest a low seed dormancy for all P. urvillei genotypes, meaning that germination in this
species is less environmentally constrained regardless of the large distances and differences
in climatic features among their occurrence sites (Figure 1). This idea was further supported
when the PLSR including P. urvillei genotypes explained a low propertion of the variability
of both response (<62%) and predictor (<82%) variables for all the germination variables
(Table 3a). Also, linear regressions between germination and environmental variables
(those which achieved a VIP > 1 in PLSR) were significant (p < 0.05), however, they showed
low adjustment (R? < 0.5) when all species were considered (Table A6).

On the other hand, PLSR without P. urvillei explained a higher proportion of the
variability of response (>94%) and predictor (>87%) variables (Table 3b). The set of environ-
mental variables with VIP > 1 was almost the same for the three germination variables, all of
which were climatic variables. Precipitation in the driest or warmest periods (Biol4, Biol7,
and Bio18, see Table Al) showed an orthogonal relationship with the mean temperature in
the colder quarter (Biol1) and annual potential evapotranspiration (ETP-An) (Figure A3).
The correlation between the values of Biol4 and Biol7 was high (r = 0.999), and both were
correlated with Biol8 (r = 0.90).

Significant linear regressions were obtained for all germination variables using the
climatic variables with VIP > 1 after PLSR without P. urvillei genotypes (Table A6). All
regressions achieved the highest adjustments when precipitations in the drier quarter
(Bio17) were used as the predictor variable (Figure 3), and similar results were obtained
using precipitation in the drier month (Biol4) or the warmest quarter (Biol8) (Table A6). Re-
gressions using temperature-based variables, such as Bio1l or ETP-An, yielded significant,
but lower, adjustments (R? < 0.7) (Table A6). Despite the high adjustment in regressions
achieved by Biol7, this variable was not different between the locations where samples
of P. vacarianum and P. plurinerve were collected, however, differences in the temperature
in the coldest quarter (Bioll) were found (Figure 3). These two species did not show
significant differences in GA or GE (Figure 2), though they showed consistent differences
in germination at 15/25 °C even with nitrate, where P. vacarianum showed lower FGP than
P. plurinerve (Table 2b).
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Table 3. Optimization results of partial least square regressions (PLSR) were performed for each
response (germination) variable. (a) Optimization including P. urvillei genotypes. (b) Optimization
without P. urvillei genotypes. Root mean squared error on prediction (RMSEP) for the selected number
of components and percentage of predictor (environmental variables) and response (germination
variables) explained by PLSRs are shown. The predictor variables with importance in projection
higher than one (VIP > 1) were listed for each PLSR optimization. Abbreviations and sources of each
predictor variable are noted in Table Al

(a) Including P. urvillei

Response N° of RMSEP % Predictor Variance % Response Variance ‘Variables with Importance in
Variable Components Explained Explained Projection (VIP > 1)
s % Biol, Bio2, Bio5, Bioll, ETP_An, ClimMoistu,
PC1 scores from PCA 2 2505 794 617 GDDO, OriNS
GA (germination ability) 2 1405 798 617 Biol, Bio2, Bio11, ETP_An, GDDO, OriNS
GE (germination evenness) 2 0123 819 557 Biol, Bio2, Biol1, ETP_An, GDDO

(b) Without P. wrvillei

Response N° of RMSEP % Predictor Variance % Response Variance Variables with Importance in
Variable Components Explained Explained Projection (VIP > 1)
PC1scores from PCA 2 0560 944 949 Bio2, Biol1, Biol4, Bio17, Biol8, ETP_An
GA (germination ability) 2 0349 875 956 Biol1, Bio14, Bio17, Biol8, ETP_An
GE (germination evenness) 2 0028 945 954 Bio2, Biol1, Bio14, Bio17, Biol8, ETP_An
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Figure 3. Linear regressions with precipitation in the driest quarter (a,c,e) and with the mean
temperature of the colder quarter (b,d,f) for three germination variables: First principal component
(PC1) score from PCA (a,b), germination ability (GA) (c,d), and germination evenness (GE) (e f).
Colours identify the species: black = P, dasypleuruni, green = P. flavescens, blue = P. vacarianum, and
orange = P. plurinerve. Genotypes of P. urvillei were not included. Southernmost distributed species
are represented with circles and northernmost species with diamonds. Mean values for each genotype
of the four species were used. The determination coefficient (R?) for each regression is reported.
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3. Discussion
3.1. Explanatory Variables of Distribution Models and Congruence with Germination Responses

The distribution models of each species yielded a high favourability area which is
highly coincident with the observed distribution range of each species. Some species
had topographic or climatic variables as significant predictors for their models (slope for
P. dasypleurum, mean temperature of colder months (Bio6) for P. vacarianunt), which are
representative factors of the environment in their respective sites. However, spatial and
human activity variables were the most relevant distribution model predictors for all of
the species. The relevance of spatial variables in the distribution of plant species is not
related to germination traits, though it is often associated with low seed dispersal, which
is another important regeneration trait [21,74]. The studied species exhibit autochorus
dispersal mechanisms, similar to other grasses such as Panicum maximum L. [75]. Seeds fall
near the mother plants by gravity, which does not enhance dispersal. Species with lower
dispersal tend to show seed dormancy, which can be seen as a tradeoff between spatial and
temporal dispersion [76].

On the other hand, the importance of human activities on distribution suggests that
ruderal environments may be particularly suitable for these species. The preference of these
species for disturbed environments, including those caused by anthropogenic factors, has
been previously noted [12,16,77]. Soil disturbance may improve the germination of some
species by increasing the levels of dormancy-breaking factors such as light, alternating tem-
peratures or nitrate [51]. It has been shown that disturbances such as flooding and grazing
lead to increased seedling emergence of P. dilatatum [20]. Coincidently, in the germination
experiments, we obtained a positive response to nitrate addition for all the Dilatata species
evaluated, and almost 100% of the seeds germinated with high synchronicity (except for
P. dasypleurum) when nitrate addition and high alternating temperatures were combined.
Nitrate in the soil is considered an environmental cue for the absence of vegetation or
soil disturbance. The nitrate levels in the soil are greater in vegetation gaps than under
undisturbed vegetation due to the nitrate uptake of established plants [73]. Also, soil
disturbances induce an increase in nitrification [78]. The increase in seed germination with
nitrate may be related to a preference for disturbed soils [51,79]. Thus, this opportunistic
germination response to nitrate is congruent with the importance of human activities
highlighted as one of the main explanatory predictors of the distribution of these species.

3.2. Habitat Generalist and Specialist Behaviours and Germination Niche Breadth

Collection data and favourability models clearly differentiate between the broader geo-
graphical area covered by P. urvillei and the rather restricted and allopatric areas shown by
the other four sexual Dilatata species. The large geographical area with high favourability
modelled for P. urvillei encompasses diverse environments, suggesting a habitat generalist
behaviour [19]. Also, SDM evaluation parameters were lower for P. urvillei than for the other
species (see Table A2), which is characteristic of generalist behaviour [27,28]. For such species,
some functional traits are expected to show a broader niche breadth to occupy several sites
along an environmental gradient [80]. The wider germination niche showed by P. urovillei
(i.e.: high germination proportion in almost all conditions assayed and higher PC1 scores,
GA and GE) may indeed be the functional trait that explains its generalist behaviour [54]. In
addition, the seed production of P. urvillei was higher than that of the other sexual Dilatata
species. Its large seed production, combined with a broader germination niche, may explain
why P. urvillei has been widely reported outside its native range as a weed for summer crops
and roadsides in subtropical regions [81-83].

The favourability values of the other sexual Dilatata species (P. dasypleurum, P. flavescens,
P. plurinerve, and P. vacarianunt) were high in more restricted areas associated with a given
environment, which suggests a more habitat specialist-like behaviour. In such cases,
functional traits often show a smaller niche breadth and more prominent local adapta-
tion features [84]. The four specialist species showed a narrower germination niche than
P. urvillei. Moreover, although the intraspecific variability should be further regarded, a
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cline in germination responses was apparent through these species. The southernmost
species (P. dasypleurunt and P. flivescens) showed a higher seed dormancy than the northern-
most species (P. plurinerve and P. vacarianumn), which means higher cold stratification and
nitrate requirements to release seed dormancy, and more restrictions to germinate in lower
temperatures. A positive association between seed dormancy and latitude is often reported
for transitional regions such as wet subtropical and temperate climates [85]. However, this
relationship cannot be generalized [86]. In higher latitudes, the odds of adverse events
such as frost or soil-water deficit are higher, even in spring, which is a good moment for
warm-season grasses to germinate and establish. For these species, a higher seed dormancy
allows a longer spreading in the germination time of the seed population, distributing the
seedling death risk in a highly fluctuating environment [87].

3.3. Correlation between Germination Traits and Environmental Gradient

Precipitation during the driest or warmest part of the year (represented by Biol4,
Bio17, and Biol8 variables) showed a high positive correlation with seed dormancy and
germination niche breadth indexes (PC1 scores, GA, and GE, see Figure 3 and Table A6)
when all genotypes of the specialist sexual Dilatata species were considered. This rela-
tionship suggests that precipitation, when seedling emergence and growth occurs (late
spring and summer), may be a strong environmental filter driving local adaptation of seed
dormancy and germination traits for these species. Due to the seedling morphology of
panicoid grasses, adequate soil water availability near the soil surface is particularly impor-
tant during seedling emergence [88,89]. A decreasing precipitation gradient often implies
increasing seed dormancy across populations or species [46,90], however, there are some
situations where the inverse seed dormancy—precipitation association was reported [91,92].

The distribution models for the two northernmost specialist species (P. vacarianum
and P. plurinerve) yielded very close areas, even showing an overlapping area where both
species got high favourability. Still, the central zone of each distribution area was different
(Figure 1). Paspalum vacarianunt occurs in the Brazilian Planalto (1000 m.a.s.l.), a region
with a similar precipitation regime but with colder winters than in the distribution area of
P. plurinerve. Although the seed dormancy and germination niche breadth indexes analysed
were similar between these species, the germination in mildly cold temperatures (15/25 “C)
was strongly inhibited for P. vacarianuni, though not for P. plurinerve (Table 2). Species from
higher altitudes and lower annual minimum temperatures tend to require higher minimum
temperatures to germinate [48]. The inhibition of the germination of P. vacarianunt in colder
temperatures may suggest a local adaptation of seed germination to the climate of the
Brazilian Planalto that differentiates it from P. plurinerve.

4. Materials and Methods
4.1. Distribution Data

This study includes the five sexual species of the Dilatata group: Paspalum dasypleurum,
P. flavescens, P. plurinerve, P. vacarianum, and P. urvillei. Their occurrences were obtained
from the literature and the examination of herbarium specimens deposited in BAA, BLA,
CEN, CORD, CONC, CNPO, CTES, ICN, LIL, LF, MNES, MVEA, MVM, and SI (acronyms
for Thiers [93]). The coordinates were taken from the labels; when there were none, they
were georeferenced to the location specified in the label using Google Earth. In addition, for
P. dasypleurum and P. urvillei, the Global Biodiversity Information Facility (GBIF, accessed
in July 2020) was consulted, considering only the native area of each species [94-97].
Additionally, for these two species, all the herbarium specimens of BAA and CORD were
seen and analysed and herbarium specimens from the other institutions were visualized in
order to confirm species and location. For P. flavescens, P. plurinerve, and P. vacarianum, all
specimens available in all herbaria were used [12]. Most of them were georeferenced using
their field labels.
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4.2. Species Distribution, Environmental Variables, and Favourability Function

The analyses were carried out considering South America as the study area. The area
was divided into 181,221 hexagons (6 km of apothem) (see Figure A1). We chose hexagons
since they look more appropriate in connectivity studies, giving a better correspondence
between the measured and Euclidian distances than rectangular grids [98]. From the
distribution data, we obtained the presence and absence of each hexagon. Hexagons with
at least one record were marked as a presence for the species, and the others with no record
were marked as absences. We considered a total of 50 explanatory variables related to
different environmental factors (spatial, topography, climatic, hydrology, global land cover,
and human activities, see the list and sources in Table A1). The average value of each
explanatory variable was obtained for each hexagon of the study grid. All these tasks
were done using tools from QGIS v3.14 [99]. The spatial factor (Ysp) was built using a
polynomial trend-surface analysis that includes quadratic, cubic, and interaction effects of
latitude (La) and longitude (Lo) (Lo, Lo2, Lo3, La, La2, La3, LaLo, La2Lo, and LaLo2). This
spatial descriptor detects geographic trends that are not evident with other environmental
variables [21,100-104].

Based on the presence-absence data and environmental dataset, we optimized SDMs
for each species according to the favourability function as the modelling algorithm [31].
Favourability values (F) can be obtained as follows;

[z

j: O |, i ) N (48]
[+ ()]

where F is the environmental favourability, P is the probability of occurrence obtained
from the multivariate logistic regression, 11 and 1y are the numbers of presences, and
absences, respectively.

To obtain F, we used the ‘fuzzySim’ package [105] implemented in R [106]. The
multGLM function was used, which allows the analytical procedures to be carried out se-
quentially in several steps. To minimize the effect of multicollinearity among the variables,
two filters were applied to perform a preliminary variable selection from the initial set of
50 explanatory variables to use uncorrelated variables without problems of false discover-
ies. First, we controlled for a type I error using the false discovery rate (FDR) according
to Benjamini and Hochberg [107] with the FDR function. Second, we calculated Pearson
correlations among the variables using a threshold value of 0.8 with the corSelect function
for the variables that passed the FDR filter. Using the variables that overcame both filters,
models were constructed with the step function which performs a backward and forward
step-by-step variable selection according to the Akaike information criterion (AIC) [108].
Finally, we used the multTrint function to remove nonsignificant variables. A Wald test
was carried out using the ‘survey” package [109] to determine the relative importance of
each variable in all the models. In addition, we checked that all the explanatory variables
selected for each model had a variance inflation factor lower than ten (VIF < 10), which
is the threshold to indicate the absence of multicollinearity following Montgomery and
Peck [110]. Finally, we used the ‘modEvA’ package [111] to evaluate the performance
of the final models. To assess the prediction accuracy of the models, we calculated the
following classification parameters: sensitivity, specificity, correct classification rate (CCR),
and the true skill statistic (TSS) [112,113]. On the other hand, we estimated the AUC as the
discrimination parameter [114].

4.3. Seed Production and Harvest

Based on the selfing breeding system of these species, the seed of each plant was
considered a single inbred line. Eleven lines (genotypes) from the five sexual species of
the Dilatata group were used to produce seeds (one genotype of P. dasypleurum, three of
P. flavescens, and P. urvillei, and two of P. plurinerve and P. vacarianum, see Figure 1 and
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Table A3). Eight plants of each genotype were installed 1 m apart from one another in a
common garden experiment in Montevideo, Uruguay (34°511 S, 56”120 W). Seeds (spikelets
with caryopses) of the eight plants of each genotype were bulk harvested by hand threshing
for two weeks at each harvest time: in December 2017 and 2018 (summer), and March 2018
and 2019 (fall). The harvested seeds were kept in paper envelopes and stored in a dry place
at room temperature for one week. Then, they were put in airtight bags with silica gel at
6 °C to retain primary seed dormancy until used in germination experiments [115,116].
We evaluated the germination of seeds with primary dormancy to reduce environmental
postharvest effects on germination phenotypes and to compare genotypes and harvest
times in a more reliable way.

4.4, Germination Experiments

For each harvest time, two completely randomized germination experiments were
carried out. In each experiment, three replicates of thirty to fifty seeds for each genotype
and treatment were placed in Petri dishes on filter paper moistened with 5 mL of distilled
water or a nitrate solution (0.2% w/o KNO3). The Petri dishes were wrapped in film to
avoid loss of humidity. A seed was considered germinated when a 1 mm or further radicle
growth was visible. Nongerminated seeds were tested with the tetrazolium test following
Maeda et al. [117] to determine the number of viable seeds in each Petri dish after the
germination assay had elapsed.

Experiment one was set to assess germination after stratification treatments in order
to quantify differences among genotypes in thermal requirements to break seed dormancy.
Three treatments were conducted. (1) Seeds with cold stratification (7 d in 9 °C average),
(2) with warm stratification (7 d in 20 “C) and nonstratified seeds. The Petri dishes with
seeds moistened with distilled water were placed in a refrigerator for cold stratification,
and in a controlled temperature chamber for warm stratification. The dishes were wrapped
with dark nylon to avoid light during the stratification period. After stratification, the
dishes were subjected to two consecutive incubation periods: (1) in germination chambers at
constant 30 °C for four days, and (2) in germination chambers with alternating temperatures
(20/30 °C, 12 h dark/ 12 h light) for seven additional days. The dishes with nonstratified
seeds were subjected to the same germination conditions. Germination counts were done
on the 2nd, 3rd and 4th days during the incubation period in steady temperature, and on
the 2nd, 4th and 7th days during the period in alternating temperatures.

Experiment two was set to assess germination in a range of alternating temperatures
with and without nitrate to determine the thermal amplitude of germination in the presence
or not of a dormancy-breaking substance. Four alternating temperature regimes (10/20,
15/25,20/30 and 25/35 °C, 12 h dark/12 h light) and two germination solutions (distilled
water and 0.2% nitrate solution) were factorialised. Four germination chambers were used
simultaneously, each with one alternating temperature regime. The time to finalize the
germination assay was different for each alternating temperature regime to allow similar
thermal time accumulation (28 d for 10/20 °C, 21 d for 15/25 °C, 17 d for 20/30 °C and
14 d for 25/35 °C). The germination counts were done at intervals of two to three days until
germination assay time elapsed.

4.5. Germination Variables

For each replicate, the final germination proportion (FGP), germination timing vari-
ables, and the uncertainty of germination (UG) of both experiments were estimated. The
FGP was calculated as the number of germinated seeds divided by the number of viable
seeds (germinated + positive in the tetrazolium test). The mean germination time (MGT)
was estimated for experiment two as;

k oot
MGT :Ez Xr;fr @
i 8i
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where g; is the number of germinated seeds in count i and t, is the time in days to count
i since the beginning of the experiment. For experiment one, we defined a germination
section as the time interval between counts, and we estimated the mean germination section
(MGS) using a modified Timson Index (Tmod) [118];

MGS:kamod:kf[w] 3)
g

where g; is the number of germinated seeds in count 7, k is the total number of germination
counts (k = 6), and )t = i—1. The MGS brings an idea of mean germination time when the
incubation of germination includes condition changes. The UG measured the spreading of
germination which was used to infer the synchronicity of germination. It was estimated
following Marques et al. [54] as;

k
UG=- [gﬁ x logz(m].ff = E% @

where g; is the number of germinated seeds in count i, k is the total number of
germination counts.

Using the mean FGP obtained at each treatment level of both experiments, we esti-
mated variables that can account for the overall germination performance of each genotype
and harvest time. The germination ability (GA) was calculated as the summation of all
FGP obtained through the treatment levels of both experiments (maximum GA = 11). The
germination evenness (GE) across treatments was calculated using a modified Levin’s
index, following Finch et al. [53], as;

1

i — ®)
2
Rx £ (p))
where R is the total number of treatment levels (j) of both experiments (R =3 and R = 8 for
experiments one and two, respectively. Total R = 11) and p; is the proportion of germinated
seeds of level j in a base of all germinated seeds (p; = FGP;/GA). Both GA and GE can be
used as germination niche breadth and seed dormancy estimators.

4.6. Germingtion Data Analysis

Variance analysis for the germination variables was conducted using mixed-effect
models to find significant differences among species and treatments. The analysis was
performed with the Imer function from the ‘lme4’ package [119]. Harvest time and genotype-
by-species interaction were assumed as random effects. Species and germination treatments
were the fixed effects. The FGI” and GE data were logit transformed before the analysis
to meet normal distribution. For GA and GE, the treatment effect was omitted from the
models. Adjusted means for all fixed effects were calculated, and pairwise comparisons
among factor levels were made with Tukey’s test («« = 0.05).

A principal component analysis (PCA) was carried out to study germination data
dispersion using the FGP, MGT (or MGS), and UG obtained in each treatment level of
both experiments as quantitative variables for each genotype and harvest time. Species
and genotypes were considered categorical supplementary variables. The germination
variables have different scales, so the data were normalized. The PCA was performed with
the PCA function of the ‘FactoMineR’ package [120].

To assess the relative importance of within and among species variance, the variance
partitioning was estimated for the germination variables by mixed effect models with
harvest time, species, and genotype-by-species as random effects. The significance of
random effects was assessed by the likelihood ratio test.
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4.7. Regressions between Germination and Environmental Variables

Partial least square regressions (PLSR) were conducted to find relationships between
germination and environment variables. We used the mean values of germination variables
of each genotype (responses) and the mean values of each climatic and topographic variable
inside the hexagon where each genotype is located (predictors). The PLSR was carried
out with the plsr function of the ‘pls” package [121]. The leave-one-out cross-validation
process was used to retain an adequate number of components for each PLSR. For each
germination variable, two PLSR were conducted. All variables were used as predictors
in the first one, and the variables with importance in projection higher than one (VIP > 1)
in the first PLSR were used in the second. The VIP of each variable was estimated with
VIP function of ‘plsVarSel’ package [122]. Then, linear regressions were tested for each
germination variable using the environmental variables with VIP > 1 after the last PLSR as
the predictor.

5. Conclusions

We analysed and compared distribution models and regeneration traits in one phy-
logenetically well-understood group of closely-related species from a region where bio-
geographical studies are scarce. Each methodological approach brought different and
complementary insights. While the SDMs yielded the favourable area of each species,
highlighting the main drivers of the distributions, the differences among species in ger-
mination traits provided a likely physiological explanation for the geographical pattern
of each species and the whole group. The divergence in seed dormancy observed among
P. flavescens, P. plurinerve, and P. vacarianum may be a key factor in explaining why these
more closely-related species retain restricted and allopatric distributions. This divergence
gives each of these species a competitive advantage in the regeneration niche in their
location over the other specialist sexual Dilatata species.
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Appendix A
Table Al. List of environmental and geographical variables, and factors belong to, used for
SDM modelling.
Factor Variable Variable Description Factor Variable Variable Description
Spatial logit (linear polynomial combination of :
Spatial Ysp Latitude (°S) and Longitude (“W) from the spatial Biol0 Mean annual lemper e the warmeat
logistic regression) 1 ana
. Mean annual temperatures of the coldest
. @
Alt Average altitude (m) Bioll quarter 0O P
Slope Caleulated from altitude (%) Bio12 Annual precipitation (mm) #
" Orientation; degrees of exposure North-Sauth ; . &
Ori-NS {calculated from slope) Biol3 Precipitation of the wettest month (mm)
. 5 Orientation; degrees of exposure East-West i e ) @
Topography Ori-EW (calculated from slope) Biol4 Precipitation in the driest month (mm)
Rough Roughness (m) (calculated from altitude) Biol5 Seasonal precipitation (mm) @
Terrain Ruggedness Index (calculated F g o
TRI B et o ¢ Biol6 Precipitation in the wettest quarter (mm) (%
TPI Topographic EI:“:;“‘;‘I’:I‘K:" (calculated Climatic Biol7 Precipitation in dry quarter
Biol Average annual temperature (°C) Biol8 Precipitation in the warmest quarter ©
Bio2 Mean diurnal range temperatures (°C) ¥ Biol9 Precipitation in coldest quarter ¥
Bicd Isothermality (Bio2/Biol7 x 100) (°C) ™ ETP-Seas Wentilyveriabilly Hpokntl
evapotranspiration
Biot Seasonal temperatures (°C) % ETP-An Annual potential evapotranspiration ()
Bics Mhsduiar terupena tives toifhe warmest ClimMoist Climatic Moisture Index ¥
month (°C)
Climatic Minimum temperatures in the coldest Sum of mean monthly temperature for
Bio6 : i th (°C) GDDO months with mean temperature greater than
manth (°C) 0 °C multiplied by number of days
Sum of mean monthly temperature for
Bio? Annual temperature range (Bio5-Bio6) GDD5 months with mean temperature greater than
5 °C multiplied by number of days
Bics Neanamugliepess g of tovetist SumRiver Summation of Rivers (k) ¥
quatier Hydrology
Bio® Mean annual temperatures in the dry quarter % SumBigRiv Summation of Big Rivers (km) ©
DistRiver Minimum distance to Rivers (km) % Snow Snow (%) ™)
Hydrology . Minimum distance to Big -
DistBigRiv Rivers (km) © Global Land Bare Bare (%) 7
Cover
Crops Crops (%) @ ‘WaterPerm Water permanent (%)
Grass Grass (%) @ WaterSeas Water seasonality (%) 7
Global Land Mot Moss (%) ™ PopDen Population density
Cover Shrub Shrub (%) i DistRoad Distance to roads (km)
Tree Tree (%) @ activities DistUrban Distance to the main urban centers (km)
Utban Urban (%) 7 SumRoads Length of roads (m) ©

(1) Spatial variables, latitude and longitude, were generated from the QGIS program according to the vector ge-
ometry tools: (a) with “centroids of polygons”, the centroid of each cell was calculated, and (b) with “Export/Add
columns of geometry”, the values of length and latitude expressed in the 1984 World Geodetic System (WGS84)
were allocated to each centroid, www.qgis.org (accessed on 15 April 2020). (2) Global multi-resolution terrain
elevation data 2010 (GMTED2010) [123]. (3) Data from: Climatologies at high resolution for the earth’s land
surface areas [124]. (4) Environmental Raster for Ecological Modelling, https:/ / envirem github.io /#var Table
(accessed on 20 April 2020). (5) HydroShed. Hydrological data and maps based on SHuttle Elevation Derivatives
at multiple Scales [125]. (6) Natural Earth Data [126]. (7) Land Cover 100m: Collection 3: epoch 2015: Globe
(Version V3.0.1) [127]. (8) Gridded Population of the World (GPW), v11. Socioeconomic Data and Applications

Center (SEDAC) [128].

59



Plants 2023, 12, 1342 15 0f 23

s

(.
i
¥
el

Figure Al. Global study area context. (a) South America in the global context. (b) An amplified map
showing the resolution of the grid composed of hexagons of approximately 6 km of apothem.

Table A2. Assessments of favourability models for the five species of Paspalum, according to discrimi-
nation and classification parameters. Abbreviations: AUC, area under the ROC (receiving operating
characteristic) curve; CCR, correct classification rate; TSS, true skill statistic.

Favourability Models
: P. dasypl. Pl P, pluri i i P urvillei
Discrimination
AUC! 0997 0.998 0998 0.999 0954
Classification
iy 0975 0.977 1 1 0.93
0983 0.975 0985 0.992 0851
0983 0.975 0985 0.992 0.851
0957 0,952 0985 0.992 0779

!: AUC > 0.9 is considered an outstanding discrimination capacity, according to Hosmer and Lemeshow [129].

Table A3. Accessions, origin site description and location for each genotype used for germination assays.

Species Genotype  Accession Origin Site Description Latitude Longitude
L D331 331 (Fagro) Close to Valdivia, Los Rios, Chile 39°49'15" § 7371214" W

FI1S 7218 (Fagro) Close to Solis (Route 10 km 0.200), Maldonado, Uruguay 34°4734°S 55°23'3" W

F68 7434 (Fagro) Close to Riachuelo (Route 1 to the coast), Colonia, Uruguay 34726017 S 57°4225" W

F79 7470 (Fagro) Close to Villa Rodriguez (Route 11 km 65.500), San José, Uruguay 3472328 § 56°3256" W

3 P 7207 {Fagro) Close to Gob. \ G 5, ATg a 28°2297 5 56°133" W

P. plurinerve P340 340 (Fagro) Close to Garruchos, Santo Tomé, Corrientes, Argentina 28°10'32" § R5°38'29" W
P, vacarianim Vo PI404372 (USDA) Close to Agricultural Experiment Station, Vacaria, Rio Grande do Sul, Brazil 28°30'60" S 50°5429" W
P. vacarianum V7 PI508689 (USDA) Along road to Lages, 27 km NW of Sao Joaquim, Santa Catarina, Brazil 28°3'51” § 50°4"19" W
P urvillei u21 PI509017 (USDA) 32 km N of Villa Montes, Tarija, Bolivia 21°14'52" S 63°27'33" W

P urvillei U290 8617 (Fagro) Close to El Lago (Route 5 km 279), Tacuarembo, Uruguay. 32°20035” S5 56°152" W

P urvillei uis 7199 (Fagro) Close to Solis (Route 10 km 0.200), Maldonado, Uruguay 3474734 S 55°23'3" W

Table A4. Adjusted means for mean germination time (MGT), mean germination section (MGS) and
uncertainty of germination (UG) for each level of treatment and species within each experiment.
(a) Experiment one, stratification treatments: seed without stratification (CRTL), cold stratification
(Cs), and warm stratification (WS). (b) Experiment two, alternating temperatures and nitrate addi-
tion. Results from 10/20 °C from Experiment two were omitted because several species showed
nil germination.

(a) Variable T P.dasyp Pl P.pluri P.vacari P urillei
MGS CTRL 41 a A 40 a A 40 a A 41 a A 37 a A
cs 3 b A 08 b A 09 b A 16 b A 06 b A
ws 1 b A 08 b A 13 b A 13 b A 04 b A
uG CTRL 014 a A 0483 b A 085 a A 106 b A 077 a A
cs 070 a2 A 13 a A 119 a A 18 a A 10 a A
WS 039 a A 0B b A 122 a A 13 b A 05 b A
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Table A4. Cont.
(b) Variable P. dasypleurum DAl P, plurinerve D vacarianim P wrvillei
MGT 15/25 °C water 118 a AB 1.1 a B 16.0 a A 122 a AB 93 a B
20/30 °C water 122 a A 63 b B 70 b AB 7.9 ab AB 72 a AB
25/35 °C water 82 a A 68 b A 72 b A 7.5 b A 70 a A
15/25 °C nitrate 8.1 a AB 128 a A 10.9 a AB 140 a A 68 a B
20/ nitrate 116 a A 6.6 b AB 52 b B 6.7 b AB 50 a B
25/35 °C nitrate 104 a A 59 b A 51 b A 5.9 b A 50 a A
uG 15/25 °C water 082 a AB 030 b B 156 a A 0.71 b B 1.76 a A
20/30 °C water 120 a A 1.30 a A 174 a A 1.59 a A 1.80 a A
25/35 °C water 107 a A 148 a A 1.86 a A 170 a A 172 a A
15/25 °C nitrate 026 b B 0.84 a B 196 a A 129 a AB 112 a B
20/30 °C nitrate 152 a A 127 a A 074 b AB 111 a AB 055 b B
25/35 °C nitrate 160 a A 11 a AB 077 b AB 107 a AB 065 ab B
(a) Lowercase letters indicate differences among stratification treatments within each species. Uppercase letters
indicate differences among species within each stratification treatment (p < 0.05). (b) Lowercase letters indicate
differences among temperature regimes within each species and nitrate addition combination. Uppercase letters
indicate differences among species within each temperature regime and nitrate addition combination. Bold
numbers indicate differences between distilled water and nitrate addition within each temperature regime and
species combinations (p < 0.05).
(@) (b)

® p dasypleurum
® P flavescens

z:: P. plurinerve
i 4 ]e P. vacarianum
= L illei
= P. urvillei cs)
o
g (] NEE Ol s el TR — i I " WS)
3 e |
g L] 55 125, W)
£ - ! FGP{20,N)
3] i 7
£ !
£ s
! -1.0 T
0 5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

Principal component 1 (32.2%)

Principal component 1 (32.2%)

Figure A2. Principal component analysis using germination results (FGF, MGT or MGS and UG) of
each treatment level of both germination experiments. (a) Each pointis a genotype-by-harvest time
score. Different colours identified species (see label). Also, the species mean score (squares) and the
95% confidence ellipses are shown. (b) Germination variables biplot, where the germination variables
with cos? > 0.4 are shown. Labels for germination variables are constructed with the name of the
variable (FGP = final germination proportion, MGT = mean germination time, and UG = uncertainty
of germination) followed by the treatment level in brackets. For experiment one, CTRL = seeds
without stratification, CS = with cold stratification, WS = with warm stratification. For experiment
two, the alternating temperature regime is represented with the higher temperature of the cycle (20,
25,30 and 35), and N or W identifies germination with nitrate solution or distilled water, respectively.

Table A5. Variance partitioning within and among species and among harvest times for first principal
component (PC1) scores from PCA (see Figure A2), germination ability (GA), and germination
evenness (GE). Paspalum dasypleurum was excluded from the analysis because of the absence of a
genotype replica for this species.

Germination Variable

Variance Partitioning (% Total Variance Sum)

Genotype/Species Species Harvest Time Residual
PCI scores from PCA 164 - 76.1 " 02 73
Germination ability (GA) 16.1 745 . 10 84
Germination evenress (GE) 169 715 . 28 88

Asterisks denote that a factor is significant within each variable (p value = *** <0.001; * < 0.05).
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a) First principal component (PC1) scores b) Germination ability (GA)
from PCA
_ 4 .
4 Bio3
: : o
g 2 227 V52 Bio1s
& o~ D331 v7¢ Biol7
i 31 E Bio15 Biold
£, ¥ g0 » 1340
;: g F@E PL
8, a FiS
= g2 ETP-Ap
e o ol
g 2 Biol Bintd
O v GDDO
4 -4 Bio6

Component 1 score

c) Germination evenness (GE)

4

Component 2 score

Component 1 score

T
-4

T I I I
2 0 2 4
Component 1 score

Figure A3. Biplots of PLSR for three germination variables showing the association between
genotypes (normal font) and climatic variables graphically (in italics). Genotypes of P. urvillei
were not included in this PLSR optimization: (a) First principal component (PC1) scores from
PCA, (b) germination ability (GA), and (c) germination evenness (GE). Colors identify the species:
black = P. dasypleurim (D331), green = P. flavescens (F1S, F68, F79), blue = P. vacarianunt (V5, V7), and
orange = P. plurinerve (P1, P340). Southernmost distributed species are represented with circles and
northernmost species with diamonds. Predictor (climatic) variables in a bold letter had importance in
projections higher than one (VIP > 1). The references of climatic variables are in Table A1.
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Table A6. Linear regression adjustment (R2) between each germination variable (PC1, GA and GE)
as response and environmental variables with importance in projection higher than one (VIP > 1)
after optimizing PLSR as predictors. Results when P. urvillei genotypes are included (left) and
when P. urvillei genotypes are not included (right) are shown. High adjustments (R? > 0.80) were
highlighted with bold letters.

Germinati With P.urillei Genotypes Without P. urvillei Genotypes
Variable (y) Environmental Variable (x) I3 Environmental Variable (x) R’
st Pr(?é'ﬁi component Biol * 0.38 Bio2* 055
Bio2 ™ 0.26 Bioll ** 069
Bio5* 0.34 Biold *** 087
Bioll* 0.37 Biol7 *** 088
ETP_An* 0.50 Biols ** 083
ClimMoistu 031 ETP_An* 068
GDDO* 0.40
OriNS * 0.32
Germination e i
iy R Biol 0.38 Bioll 059
Bio2 1= 0.26 Biold 094
Bio11* 0.36 Biol7 *** 095
ETP_An* 0.49 Biols ** 050
GDDO* 0.39 ETP_An* 058
OriNs * 0.31
e?:[“ﬂ:‘g:‘é’g) Biol * 034 Bio2** 059
Bio2 ™ 0.25 Bioll *** 067
Bioll* 0.33 jold 093
ETP_An* 0.46 Biol7 *** 093
GDDO* 0.35 Biols ** 074

ETP_An** 067

Asterisks near variable names denote regression significance (p value = ** < 0.001; * < 0.01; * < 0.05), “ns” means
that the linear regression was not significant.
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5.1. RESUMEN

Una de las limitantes para la adopcion productiva de gramineas estivales perennes,
como Paspalum dilatatum, es la emergencia poco uniforme y lenta explicada en parte
por la dormicion de semillas. Paspalum dilatatum es apomictica (2n = 5x = 50), pero
en el grupo Dilatata existen especies sexuales autdogamas (2n = 4x = 40) altamente
emparentadas que pueden formar hibridos fértiles en diferentes combinaciones y
mejorarse por métodos convencionales. En este trabajo, se realiz6 un analisis de QTL
para la dormicion con una poblacion de 147 lineas recombinantes F6 obtenidas a partir
de un cruzamiento entre dos especies sexuales contrastantes para esta caracteristica (P.
flavescens'y P. plurinerve). Las semillas de plantas F6:7 de cada linea y los parentales
se cosecharon en dos momentos en un ensayo de campo con tres bloques completos
aleatorizados. Se anot6 la germinacion parcial (GP) luego de 14 dias a 15-25 °C y la
final tras siete dias adicionales a 20-30 °C (GF). Se observo variabilidad y segregacion
transgresiva para las dos variables. La poblacion fue genotipada por genotipado por
secuenciacion y se construyd un mapa genético con 1068 marcadores SNP en 24
grupos de ligamiento. Se detecté un QTL de alto efecto para GP (LOD = 14) y otro
para GF (LOD = 7) en diferentes grupos de ligamiento. Hubo otros QTL significativos
con menor efecto para ambas variables. Se construy6 una variable aditiva que contenga
GP y GF, con la cual se comprobd que no hay efectos epistaticos entre los QTL. La
identificacion de estos QTL muestra que en esta poblacion existe mas de un locus con
efecto importante sobre la dormiciéon, que la caracteristica es altamente heredable y
que la combinacion de diferentes fuentes de germoplasma tetraploide tiene un alto

potencial para establecer programas de mejoramiento convencional en P. dilatatum.
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5.2. INTRODUCCION

Entre las principales limitantes para una adopcion mas amplia de gramineas estivales
perennes, se encuentra la alta percepcion de riesgo de los productores de obtener una
cobertura del suelo deficiente durante el establecimiento (McCormick et al., 2009).
Las semillas de los cultivares de estas especies presentan dormicion de semillas, que
es la causa de una emergencia de plantulas baja, lenta y muy dependiente de los
factores ambientales (Glison et al., 2021, Benech-Arnold et al., 2000, Hsu y Nelson,
1986). La dormicion de semillas es una caracteristica cuantitativa, heredable y de
caracter poblacional, fuertemente modulada por factores ambientales (Mitchell et al.,
2017, Bentsink y Koornneef, 2011, Foley, 2001), que puede ser importante para la
adaptacion local y la distribucion geografica de las poblaciones silvestres (Glison et
al., 2023, Jiménez-Alfaro et al., 2016). Los cultivares de las gramineas perennes
estivales presentan poca o nula diferenciacion en la dormicidon con respecto a sus
relativos silvestres por presentar escasos avances en la domesticacion (Gepts, 2004,
Adkins et al., 2002). Resulta necesario entender la herencia de esta caracteristica en
estas especies para lograr obtener cultivares con mejor implantacion. Sin embargo, a
pesar de ser considerada como un problema a superar (Kimura et al., 2015), la
dormicion de semillas no parece estar entre las prioridades en los programas de

mejoramiento de gramineas estivales perennes (Pereira et al., 2018).

La expresion de la dormicion esta regulada genéticamente por varios loci cuantitativos
(QTL), y cada uno suele explicar un efecto fenotipico relativamente pequefio.
Mediante métodos de mapeo de QTL, se han detectado y localizado genes relacionados
con la dormicion de semillas en distintas especies modelo como Arabidopsis y cultivos
como cebada, trigo, sorgo y arroz (Cantoro et al., 2016, Castro et al., 2010, Kulwal et
al.,, 2010, Li et al., 2004, Alonso-Blanco et al., 2003). Los QTL de dormicion
detectados se encuentran distribuidos en diferentes ubicaciones dentro del genoma y
muchos segregan de forma independiente. Se ha logrado asociar marcadores
moleculares con alelos que aumentan o disminuyen la dormicion, lo que posibilita el
mejoramiento asistido por marcadores en cereales para aumentar la tolerancia al

brotado precosecha (Rodriguez et al., 2015, Kulwal et al., 2010). En gramineas
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perennes estivales, se deben hallar alelos que reduzcan la dormiciéon para mejorar la
implantacion, pero también es necesario entender los mecanismos de la herencia de

esta caracteristica.

Para realizar un mapeo de QTL, se requiere una poblacion experimental segregante
con parentales diferentes para alguna caracteristica o un conjunto diverso de genotipos
para realizar mapeos asociativos, marcadores moleculares informativos distribuidos
por todo el genoma, un mapa de ligamiento genético y un procedimiento de genotipado
masivo (Alonso-Blanco et al., 2006). Dado el interés de domesticar especies de
gramineas estivales perennes, se ha acumulado informacion de marcadores
moleculares y se lograron mapas genéticos para Panicum virgatum L. y Setaria spp.,
lo que ha posibilitado el analisis de QTL para diversas caracteristicas (Hu et al., 2018,
Dong et al., 2015, Serba et al., 2015, Qie et al., 2014). Sin embargo, son escasos los
analisis de QTL donde la dormicion de semillas, o variables relativas a la germinacion,
fueron las caracteristicas estudiadas. Por otra parte, algunas especies como P. virgatum
presentan limitantes para generar una poblacion de mapeo de lineas endocriadas
recombinantes, las cuales son una ventaja por sobre otros tipos de poblaciones de
mapeo, ya que se obtienen genotipos inmortalizados que se pueden conservar en el
tiempo. Panicum virgatum tiene reproduccion alogamica con autoincompatibilidad y
genomas poliploides altamente heterocigotas con herencia polisémica (Sandhu et al.,
2015, Martinez-Reyna y Vogel, 2002). Los analisis de QTL en P. virgatum estan
limitados en su inferencia porque han usado poblaciones de mapeo de hermanos
completos o poblaciones pseudo-F2 (Poudel et al., 2019, Lowry et al., 2015). En
cambio, las lineas endocriadas recombinantes pueden ser una herramienta muy util
para entender mejor los procesos que explican la dormicion de semillas y la forma en

cOomo se hereda.

Paspalum dilatatum Poir. es una graminea estival perenne, nativa de la region de
Campos (SE de América del Sur), y considerada desde inicios del siglo XX como una
de las especies mas adecuadas para ocupar un lugar en las pasturas perennes sembradas
de climas templado-calidos (Star y Brooking, 2006). Presenta una alta produccion de
forraje de calidad en verano y otofio, y esta adaptada a ambientes templados, ya que
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su follaje persiste luego de heladas y tolera otros estreses frecuentes como déficit
hidricos e inundaciones (Tejera et al., 2016, Venuto et al., 2003, Campbell et al., 1999,
Loreti y Oesterheld, 1996, Pearson y Shah, 1981). Sin embargo, la adopcion
productiva de P. dilatatum ha sido muy limitada por la baja produccion de semillas y
dificultades de implantacion. Las semillas de P. dilatatum presentan dormicion de
semillas, que requieren una temperatura alternante alta (20/30 °C) y presencia de luz
0 nitrato para germinar. La dormicion se expresa en mayor medida si las temperaturas
son inferiores, si el agua disponible no es suficiente o si no estan presentes los factores
que quiebran la dormicion, como la alternancia de temperaturas, el nitrato y la luz
(Glison et al., 2015, Cornaglia et al., 2005, Schrauf et al., 1995, Johnston y Miller,
1964). La variedad mas difundida, P. dilatatum var. dilatatum (Rosso et al., 2022),
presenta reproduccion apomictica (Bashaw y Forbes, 1958). Esto ha limitado el avance
en el mejoramiento por métodos tradicionales. Aunque hubo intentos de incrementar
la variabilidad con métodos de hibridacion, mutagénesis y transgénesis (Giordano et
al., 2014, Vaio et al., 2007, Burson y Tischler, 1993, Burton y Jackson, 1962), ninguno
de los nueve cultivares liberados de P. dilatatum (Acuia et al., 2019) ha logrado

superar las principales limitantes para su adopcion.

La variedad P. dilatatum var. dilatatum forma parte de un conjunto de especies
alopoliploides de Paspalum estrechamente emparentadas, que coexisten en la misma
region, conocido como el grupo Dilatata (Vaio et al., 2019). Entre estas, hay cinco
especies sexuales tetraploides, las cuales muestran diferencias genéticas vy
morfologicas evidentes (Rosso et al., 2022). Las caracteristicas forrajeras de las
especies sexuales de Paspalum del grupo Dilatata son similares o de menor calidad
que las de P. dilatatum var. dilatatum (Venuto et al., 2003), pero presentan ventajas
en las semillas, como una menor incidencia de Claviceps y una mayor produccion de
semillas viables (Speranza et al., 2017, Schrauf et al., 2003). Las especies sexuales
referidas son mayormente autdogamas y no existe flujo génico entre estas; por tanto,
cada una puede ser considerada como un acervo genético diferente (Speranza, 2009).
Sin embargo, hay evidencia citogenética y genética de un origen comun (Vaio et al.,

2019, Speranza y Malosetti, 2007) y se pueden obtener hibridos fértiles con herencia
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disomica luego de un cruzamiento interespecifico (Monteverde et al., 2022, Caponio
y Quarin, 1990). Las caracteristicas genéticas de las especies sexuales de Paspalum
del grupo Dilatata, que son autégamos, se pueden aprovechar para mejoramientos de
materiales tetraploides (Monteverde et al., 2022) y brindan facilidades para alcanzar
lineas endocriadas recombinantes. Ademas, las tecnologias de genotipado por
secuencia (GBS) hacen posible la incorporacion rapida de herramientas moleculares
en especies silvestres, sin requerir informacion previa sobre la organizacion gendomica
(Kim et al., 2016, Zhang et al., 2016, Elshire et al., 2011). Ambos hechos pueden
posicionar a las especies sexuales de Paspalum del grupo Dilatata como modelos

genéticos para gramineas estivales perennes.

Dos de estas especies, P. flavescens (Roseng., Arrill. e Izag.) Speranza y G. H. Rua
(antes: P. dilatatum subsp. flavescens) y P. plurinerve Quarin, Valls y V. C. Rosso
(antes: P. dilatatum biotipo «Virasoro») (Rosso et al., 2022) son candidatas para el
objetivo de obtener un cultigeno de Paspalum para la produccion de forraje, dado que
son las que muestran caracteristicas similares a la variedad apomictica mas difundida.
Estas dos especies pueden generar hibridos recombinantes vigorosos, con herencia
disémica y con alto potencial de segregacion transgresiva (Monteverde et al., 2022).
Ademas, presentan diferencias notorias en la dormicion de semillas, la cual es mayor
en P. flavescens con respecto a P. plurinerve (Glison et al., 2023, 2017, 2015). En este
trabajo, se hizo el fenotipado de la dormicion de semillas para una poblacion de lineas
endocriadas recombinantes obtenida a partir de una cruza entre lineas homocigotas de
P. flavescens'y P. plurinerve. Con esta informacion, se realizo un analisis para detectar
y localizar QTL en un mapa genético, construido con la misma poblacion, para conocer
las regiones donde puede haber genes relevantes que determinen el nivel de dormicion

de semillas en especies de gramineas estivales perennes.

5.3. MATERIALES Y METODOS

5.3.1. Genotipos parentales y obtencion de poblaciéon de mapeo

La poblacion de lineas endocriadas recombinantes (RIL) se generd a partir de un

cruzamiento entre una linea de P. flavescens recolectada en Maldonado, Uruguay (34°
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47" 34" S, 55°23'3" O) y una de P. plurinerve recolectada en Corrientes (Argentina)
(28° 2' 29" S, 56° 1' 33" O), descripto por Speranza y Malosetti (2007). Se usaron
semillas de una planta F1 validada para producir una poblacion F2 (~ 430 plantas) y
cada generacion posterior se obtuvo por el método de descendencia de una sola semilla
(Sleper y Poehlman, 2006) hasta lograr las RIL (generacion F6). Las plantas de
diferentes generaciones y lineas crecieron en macetas individuales dentro de
invernaculo hasta lograr 176 RIL. Durante los inviernos, las plantas crecieron dentro
de una camara con control de la temperatura (> 20 °C) y del fotoperiodo (con lamparas
de haldgeno y sodio de alta presion para alcanzar 15 horas de luz diarias) para acelerar

el ciclo de crecimiento y floracion, y cosechar semillas a contraestacion.

5.3.2. Ensayo a campo

Se realizé un ensayo a campo con un disefio de bloques completos aleatorizados con
tres repeticiones. El ensayo se instald en setiembre de 2019 en el predio de Facultad
de Agronomia (Montevideo, Uruguay) (34° 50' 13" S, 56° 13' 23" O, composicion del
suelo: 30 % arcilla, 50 % limo, 20 % arena, 2,2 % materia organica). Cada bloque
consisti6 en 180 parcelas de 1 m lineal, arregladas en 10 surcos separados entre si por
0,9 m con 18 parcelas cada uno (~ 146 m? por bloque). Cada parcela se conformé con
tres plantas F6:7 de una RIL o de un parental, separadas entre si por 30 cm. Hubo dos
parcelas para cada parental dentro de cada bloque. Todas las plantas del ensayo
crecieron dentro del invernaculo y fueron trasplantadas al campo. La superficie de toda
el area ocupada por el experimento fue cubierta con un cobertor de suelos negro que
permite el intercambio gaseoso y de agua, pero ayuda a minimizar la emergencia de

malezas en un sitio donde pueden emerger naturalmente P. dilatatum y P. flavescens.

Las semillas fueron cosechadas en dos momentos: enero (verano) y abril (otofio) de
2020. Se cosecharon las tres plantas de cada parcela de forma masal por trilla manual.
La floracion fue asincronica a través de todo el experimento y completar la cosecha de
todo el ensayo tom¢ alrededor de dos semanas en cada momento de cosecha. Las
semillas cosechadas de cada parcela fueron guardadas en sobres de papel y
almacenadas por una semana en un lugar seco a temperatura de cuarto. Luego, se

colocaron dentro de bolsas selladas herméticamente con gel de silice hasta que las
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semillas se usen en los experimentos de germinacion. De esta forma, se logra que

retengan la dormicion primaria (Hopkinson y English, 2005).

5.3.3. Ensayos de germinacion

Para cada momento de cosecha, se llevd a cabo un experimento de germinacion. Se
muestrearon tres réplicas de entre treinta a cincuenta semillas por parcela y cada réplica
se coloco en una placa de Petri sobre dos hojas de papel de filtro humedecidas con 5
mL de agua destilada. Los germinadores se sometieron a dos periodos de germinacion
consecutivos con temperaturas diferentes controladas con camaras de germinacion. El
primer periodo consistio en catorce dias con alternancia de temperaturas de 15/25 °C
(12 h oscuridad/12 h luz), condiciones que son restrictivas para la germinacion de estas
especies (Glison et al., 2023, Schrauf et al., 1995). Luego, los germinadores pasaron a
20/30 °C por siete dias adicionales, que son temperaturas 6ptimas para la germinacion.
Las placas de Petri fueron envueltas en nylon film para evitar la pérdida de humedad,

y se afiadié mas agua destilada cuando fue requerido.

Se contd el nimero de semillas germinadas luego de finalizado cada periodo de
germinacion. La proporcion de germinacion parcial (GP) se estimé como el nimero
de semillas germinadas luego de los catorce dias en 15/25 °C dividido el nimero de
semillas viables, y la proporcion de germinacion final (GF) como el niimero de
semillas germinadas totales luego de los dos periodos dividido las viables. La
viabilidad de las semillas que no germinaron al finalizar los 21 dias del ensayo se
estim6 al evaluar la apariencia del embrion luego de un corte transversal de las
semillas. El numero de semillas viables se estim6 como la suma del total de semillas

germinadas mas las positivas al test de viabilidad.

5.3.4. Analisis del fenotipado de germinacion

Para estimar el efecto de los genotipos y de los momentos de cosecha, se hicieron
andlisis de varianza para GP y GF con modelos mixtos con los datos de las dos
cosechas. Los andlisis se realizaron con la funcién /mer del paquete «lme4» en el
software R (Bates et al., 2015). Las variables GP y GF presentan distribucién binomial,

por lo que fueron transformadas previo a los analisis por Logit (Logit(y) = Logio[y / (1
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- 1)]). El genotipo, el momento de cosecha y la interaccion genotipo x cosecha fueron
efectos fijos, mientras que las réplicas (bloques) y el efecto del arreglo espacial (surcos
y parcelas) fueron los efectos aleatorios. La significancia de cada efecto fijo se obtuvo
con el test del cociente de verosimilitud (LRT, por sus siglas en inglés). Se analizo si
hubo diferencias entre los parentales, entre las RIL y entre momentos de cosecha por
medio de contrastes ortogonales con correcciones de Bonferroni para comparaciones

multiples (a = 0,05) con funciones del paquete «emmeans» (Lenth, 2020).

Para estimar los componentes de la varianza y la heredabilidad de cada variable de
germinacion, se generaron modelos con todos los efectos aleatorios, lo que incluye el
genotipo, el momento de cosecha y la interaccion genotipo X cosecha. La significancia
de cada efecto aleatorio se obtuvo con el test LRT. Se estim6 la heredabilidad en
sentido amplio segiin Holland et al. (2010) como H° = Vg / [V + (Voxc / ¢) + (Vr /
rc)], donde Vg es la varianza por genotipo, Vexc es la varianza de la interaccion GxC,
y V&, la varianza residual que incluye la de los bloques, surcos, parcelas y los
residuales, mientras que c es el nlimero de cosechas (¢ =2) y r es el nlimero de réplicas

(r=3).

5.3.5. Genotipado de la poblacion, obtencion de SNP vy construccién del mapa

genético

Se corto y liofilizé un trozo de 5 cm de la parte media de la hoja expandida mas joven
del tallo principal de cada planta del ensayo a campo. Las muestras fueron enviadas al
DNA Sequencing Facility, del Centro Biologico de la Universidad de Winsconsin
(Madison), para la extraccion de ADN, el testeo de enzimas de restriccion, la
construccion de la biblioteca y la secuenciacion del ADN. Se escogi6é la enzima

ApeKI, dado su rendimiento de alta calidad y su uso comun en secuenciacion de novo.

Los resultados de la secuenciacion del ADN fueron analizados con el procedimiento
UNEAK implementado en TASSEL 3.0 (Glaubitz et al., 2014), que no necesita de una
secuencia de referencia. Se eligieron los valores por defecto de los parametros del
procedimiento UNEAK. La tasa de asignacion de alelo se definié como la proporcion

de muestras que fueron cubiertas por al menos un fragmento. Los SNP asignados
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fueron filtrados al 80 % de completitud, <5 % de frecuencia de alelos minoritarios o

raros y < 3 % de heterocigosis.

Se compararon por pares los genotipos y se eliminé uno de los individuos de cada par
cuando mas del 97 % de los marcadores SNP fueron idénticos. La segregacion de
marcadores fue evaluada por la bondad de ajuste a la tasa de segregacion mendeliana
esperada con un test de chi-cuadrado y la correccion por Bonferroni para testeo
multiple (o = 0,05). La construccion del mapa de ligamiento fue realizada con el
paquete «<ASMap» de R (Taylor y Butler, 2017), con un p-valor fijado de 107! para el
umbral de agrupamiento de marcadores con una fraccion de recombinacion maxima
de 0,35. Las frecuencias de recombinacion fueron convertidas a distancia de mapa (en
cm) con la funcion Kosambi. El mapa de ligamiento final fue dibujado con la funcion

plot.map del paquete «R/qtl» de R (Broman et al., 2003).

5.3.6. Analisis de QTL

Se realiz6 un analisis de QTL con el mapa de ligamiento obtenido mediante el mapeo
por intervalos del paquete «R/qtl». Para realizar el mapeo de intervalos, se uso la
funcion Haley-Knott y funciones no paramétricas. Se calculdé el umbral de
significancia para el logaritmo de probabilidades (LOD) con un test de 1000

permutaciones (o = 0,05).

Se gener6 una variable aditiva que contenga a GP y GF, que pondera a la germinacion
en las condiciones de 15/25 °C (GP) sobre la que ocurri6 en el segundo periodo de
germinacion con condiciones Optimas (20/30 °C). El indice de germinabilidad se
estimo6 con la formulacion de Goodchild y Walker (1971) de la tasa de germinacion de

Timson (1965):
Indice de germinabilidad = Y G; x (t — j),

donde G; es la proporcion de germinadas para el periodo de germinacion i, ¢ es el
namero total de periodos de germinacion (¢ = 2) y j = i - 1. En sintesis, con esta
ecuacion se pondera la germinacion obtenida en 15/25 °C, dado que el indice de

germinabilidad =2 x GP + (GF - GP), con un méaximo valor posible igual a dos.
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Se us6 el indice de germinabilidad para estudiar posibles efectos epistaticos entre los
QTL encontrados para las variables de germinacion GP y GF. Se ajusté un modelo de
regresion para multiples QTL y la significancia de cada término se estim6 por un
ANAVA secuencial con la suma de cuadrados de tipo III. También, se compararon
todas las posibles combinaciones entre los genotipos de los QTL encontrados por
medio de una prueba ¢ por pares con la correccion de Bonferroni para comparaciones

multiples.

5.4. RESULTADOS

5.4.1. Analisis del fenotipado de la germinacion

La poblacion de RIL presentd una variacion continua para todas las variables. Se
registré una distribucion sesgada hacia valores bajos para la germinacion parcial (GP),
mientras que, para la germinacion final (GF), el sesgo fue hacia valores altos (figura
la y b). La correlacion entre GP y GF no fue tan alta (» = 0,72), dado que entre los
genotipos que mostraron bajo GP, hubo un subconjunto que alcanzé un alto GF durante
el segundo periodo de germinacion, pero otros genotipos no alcanzaron el 60 % de
germinacion (figura 1¢). Hubo diferencias significativas entre los parentales para GP
y GF: P. flavescens mostr6 valores menores que P. plurinerve (P < 0,001). Algunas
RIL mostraron mayor GP que P. plurinerve (P < 0,0001), pero no hubo lineas
recombinantes que presentaran menor GF que P. flavescens. No hubo efecto del
momento de cosecha para GF, pero si para la GP (P < 0,05), aunque la diferencia fue
muy baja (GP promedio de verano = 0,080, GP promedio de otofio = 0,074). El efecto
del genotipo tiene resultd la mayor fraccion de la variabilidad total y resulto ser el
efecto mas importante. Esto se refleja en las altas heredabilidades que mostraron las
dos variables de germinacion (tabla 1). La interaccién genotipo x cosecha fue

significativa, tanto como factor fijo o aleatorio (tabla 1), pero su efecto fue muy
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Figura 1: histogramas con la frecuencia de la poblacion RIL para: a) la germinacion
parcial (GP) y b) la germinacion final (GF). Las cufias indican el valor promedio de
los parentales: cufia negra = P. flavescens, cufia blanca = P. plurinerve. Las lineas
horizontales marcan el intervalo de confianza al 95 %. ¢) Grafica con las medias
ajustadas para GP y GF en escala Logit de las 176 RIL (circulos grises), de P.
flavescens (circulo negro) y de P. plurinerve (circulo blanco). Se incluyen los
resultados de las dos cosechas.

pequefio. So6lo cinco RIL mostraron diferencias significativas para la variable GP entre
cosechas, mientras que otras siete fueron diferentes entre cosechas para la variable GF
(P <0,01). Por esta razén, se muestran los resultados con ambas cosechas combinadas

(figura 1).

5.4.2. Construccion del mapa genético

Se construyd un mapa genético para la poblacion de lineas recombinantes derivada

de la hibridacion entre P. flavescens y P. plurinerve. Entre las 176 RIL usadas en el
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Tabla 1. Varianza estimada para cada factor del modelo, la particion de la
varianza total y la heredabilidad en sentido amplio (/) para la germinacion
parcial (GP) y la germinacion final (GF), ambos en escala Logit. GxC =
interaccion genotipo x cosecha

Variable de

germinacion Genotipo Cosecha GxC  Bloque Surco  Parcela  Residual Vi
Logit Varianza 2488™ 0,002 0,159™ 0,084 0,160™ 0,017 1,072 0,878

@GP) (total)  (625%) (0,1%) 40%) 1% (40%) (04%) (269 %)

Logit Varanza 1447 0 0284™ 0039 0208™ 0013 1569 0,740
GF)  (%total) (406%) (0% ©G0%) (L1%) (58%) (04%) (44,1 %)

Numero de 178 2 356 3 30 18
Zrupos
Los asteriscos muestran nivel de significancia: *** < (0,001, ** <0,01, * <0,05

ensayo, se verifico que hubo 29 que mostraron los mismos alelos en un muy alto
niamero de marcadores SNP. Estos genotipos idénticos fueron descartados, por lo que
la construccion del mapa genético y el analisis de QTL se realizé con las 147 RIL
restantes. Se lograron obtener 1068 SNP validados, los cuales en total abarcan 3413
cm, y se agruparon en 24 grupos de ligamiento (GL1-GL24, figura 2). Hubo grupos
de ligamiento muy grandes, como GL17 (526 cm, 194 SNP), GL9 (370 cm, 84 SNP)
y GL13 (299 cm, 114 SNP), mientras que otros no superaron los 40 cm y 15 SNP
(GL8, GL10, GL21, GL22 y GL24).

5.4.3. Localizaciéon de QTL para la germinacién/dormiciéon de semillas

Se detectaron dos QTL (LOD > 4,1) para la germinacion en 15/25 °C (GP, figura 2)
en ambas cosechas (figura supl. lay c). El QTL en el GL1 (¢GP-1) explica el 28,6 %
de la variabilidad fenotipica observada y un efecto aditivo positivo cuando los dos
alelos de P. plurinerve estan presentes (tabla 2). E1 QTL en el GL20 (¢GP-20) resultd
con menor poder explicativo sobre GP, pero el efecto aditivo positivo se logra en
genotipos que tienen alelos de P. flavescens en este locus (tabla 2). Otros dos QTL
fueron detectados, los mismos en ambas cosechas, para la germinacion final (GF,
figura 2, figura supl. 1b y d). El QTL del GL13 (¢GF-13) mostré un buen poder
explicativo del fenotipo (16,6 %) y otro en el GL24 (¢GF-24) presentd menor efecto

sobre el caracter (tabla 2). Ambos QTL para GF presentan un efecto aditivo positivo
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Figura 2: mapa genético con los 24 grupos de ligamiento y los 1068 marcadores SNP.
A la izquierda del grupo de ligamiento que corresponde, se sefiala en azul la
localizacion de los QTL para la germinacion parcial (qGP-1 y gGP-20); en rojo, los
QTL para la germinacion final (9GF-13 y gGF-24). El ancho de los tridngulos refleja
el tramo aproximado donde el QTL resulto significativo.

Tabla 2: descripcion de los QTL detectados para la germinacion parcial (GP) y la
germinacion final (GF). Se destaca la localizacion en el mapa, el marcador SNP
asociado, el efecto aditivo y la variabilidad fenotipica explicada por el QTL (VFE).

Grupo Posicion Marcador LOD

Fenotipo QTL ligamiento  (cM) SNP (pico) Efecto aditivo!  VFE

GP qGP-1 1 49 TP63417 143 +0,120(BB) 28,6 %
qGP-20 20 259 TP36059 5,16 -0,065(AA) 5,5%

GF qGF-13 13 234 TP82262 6,76 +0,066(BB) 16,6 %
qGF-24 24 14 TP46971 4,24 +0,038 (BB) 6,9 %

1. El efecto aditivo se reporta en valores de proporcion de germinacion y en referencia a lo obtenido
para P. flavescens. Entre paréntesis, se muestra el genotipo para cada locus que incrementa la
germinabilidad. AA = alelos de P. flavescens; BB = alelos de P. plurinerve
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cuando los dos alelos que corresponden a P. plurinerve estan presentes (tabla 2). Los
cuatro QTL aparecen tanto en la cosecha de verano como en la de otofo, lo que

remarca el escaso efecto de la interaccion genotipo x ambiente (figura supl. 1).

5.4.4. Efectos epistaticos y comparacion entre genotipos de los QTL

Para el indice de germinabilidad, la distribucion de las lineas recombinantes resulto
similar a la una distribucién normal. Hubo diferencias entre los parentales donde las
medias ajustadas del indice fueron 0,46 y 1,23 para P. flavescens y P. plurinerve,
respectivamente, la particion de la varianza resulto similar a lo obtenido para las otras
variables y la heredabilidad fue de 0,94 (figura supl. 2, tabla supl. 1). Los QTL
detectados para el indice de germinabilidad coinciden en localizacion, en el sentido
del efecto aditivo, y resultaron similares en el porcentaje de la varianza fenotipica
explicada con los QTL altamente significativos detectados para GP y GF (¢GP-1 'y
qGF-13) (figura supl. 3, tablas supl. 2).

Tabla 3: resultados del modelo de regresion para multiples QTL para el indice de
germinabilidad como variable y los QTL de mayor significancia (gGP-1y qGF-13)
como regresoras. VFE: variabilidad fenotipica explicada

Chi-
df SCtipolll LOD VFE F cuadrado P-valor
qGP-1 6 3,29 9,71 21,4% 8,17 0 1,43 x 107 ™
qGF-13 6 2,08 6,48 13,5% 5,17 0 7,88 x 10° ™
qGP-1 x gGF-13 4 0,018 0,06 0,12 % 0,07 0,99 0,99

Los asteriscos muestran nivel de significancia: *** < 0,001; ** <0,01; * < 0,05

Dado lo anterior, el indice de germinabilidad resultd una variable util para estimar
efectos epistaticos y comparaciones entre los genotipos posibles con los dos QTL
mencionados. Ambos QTL resultaron significativos y cada uno explica una apreciable
fraccion de la variacion fenotipica, mientras que no se registro interaccion significativa
entre los QTL (tabla 3). Los genotipos con alelos de P. plurinerve en gGP-1 o en gGF-
13 mostraron mayor IGA con respecto a los genotipos que en estos QTL tienen alelos

de P. flavescens. Cuando los alelos de P. plurinerve estan presentes en ambos QTL,
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estos genotipos mostraron mayor indice de germinabilidad que aquellos que

presentaron alelos de P. flavescens en alguno de los dos QTL (tabla 4).

Tabla 4: p-valores de las pruebas t para cada una de las comparaciones entre
genotipos posibles para los QTL ¢gGP-1/qGF-13. El analisis se hizo con el
indice de germinabilidad. Los A corresponden a alelos de P. flavescens y los
B a alelos de P. plurinerve.

AA/AA AA/BB BB/AA
AA/BB 0,077 - -
BB/AA 0,001 1 -
BB/BB 1,3x 10" 8,0x 107 2,5x 107

N.° de genotipos: AA/AA =38, AA/BB =19, BB/AA =30, BB/BB =29

5.5. DISCUSION

5.5.1. QTL para la dormicidon de semillas en Paspalum

El método de fenotipado en nuestro trabajo incluy¢ la evaluacion de la germinacion
en dos temperaturas consecutivas, primero 15/25 °C y luego 20/30 °C, diferente a lo
usual en especies de cereales donde se usa una sola temperatura (Cantoro et al., 2016,
Castro et al., 2010, Takeuchi et al., 2003). La eleccion estuvo basada en resultados
previos de germinacion de las dos especies parentales en las dos temperaturas usadas
(Glison et al., 2023). Ademas, se puede detectar mayor nimero de QTL para la
dormicion al ampliar la cantidad de condiciones de germinacion (Basnet et al., 2015,
Kazmi et al., 2012, Zhang et al., 2005). Se esperaba una muy baja germinacioén de gran
parte de la poblacion luego de dos semanas a 15/25 °C, y pasarlas a una condicion de
20/30 °C posibilito que se expresara la variabilidad existente entre las que no
germinaron en 15/25 °C. Hay que tener en cuenta que, al haber hecho el fenotipado en
dos temperaturas consecutivas, el periodo de 15/25 °C pudo haber servido como una
leve estratificacion. En este trabajo, la germinacion final de P. flavescens y P.
plurinerve fue mayor que en ensayos anteriores donde se usé solo 20/30 °C (Glison et
al., 2023). En definitiva, y gracias a lo hecho, la poblacion de lineas recombinantes se
pudo separar en tres grupos: i) lineas con muy baja dormiciéon que lograron germinar

a 15/25 °C, ii) lineas con un nivel medio de dormicioén que no germinaron a 15/25 °C,
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pero si luego a 20/30 °C, y, por ultimo, iii) lineas con alta dormicion en las que solo

germind una fraccion de las semillas a 20/30 °C.

Se encontraron cuatro QTL para la poblacion de lineas endocriadas recombinantes de
Paspalum: dos QTL asociados a la germinacion a 15/25 °C (¢GP-1 y gGP20) y otros
dos a la germinacion final (¢GF-13 y qGF-24). El hecho de que no hubiera
coincidencias en localizacion entre los primeros y los segundos puede sugerir que las
bases genéticas de la dormicion a 15/25 °C son diferentes a las de 20/30 °C. Existen
evidencias que pueden operar mecanismos de dormicion y controles genéticos
diferentes a distintas temperaturas (Li et al., 2013). También, los QTL de la
germinacion final pueden haber detectado loci que responden a la potencial
estratificacion de las semillas durante el periodo a 15/25 °C (Leon et al., 2006, Penfield
et al., 2005). En todo caso, y sin duda, los cuatro QTL corresponden a la dormicion de
semillas, que se puede entender como el conjunto de los distintos controles sobre la

germinacion.

El nimero de QTL asociados a dormicion de semillas detectados es menor en
comparacion con lo obtenido para otras especies modelo como Arabidopsis, sorgo,
cebada y trigo (Cantoro et al., 2016, Kumar et al., 2015, Castro et al., 2010, Alonso-
Blanco et al., 2003). Pero son razonables si se consideran poblaciones de mapeo de
gramineas estivales perennes, como los tres QTL detectados para la germinabilidad de
una poblacién de lineas endocriadas recombinantes generada a partir del cruzamiento
interespecifico entre Setaria italica (L.) P. Beauv. con S. viridis (L.) P. Beauv. (Qie et
al., 2014). Una posible explicacion del bajo nimero de QTL detectados es que los loci
qGP-1y qGF-13 tienen efectos muy importantes sobre la dormicion de semillas. Estos
loci pueden estar solapando a otros de menor efecto. Hace falta mas informacion para
confirmar si hay mas QTL asociados a dormicién, entre otras cosas: probar
condiciones de germinacion diferentes, aumentar el nimero de lineas endocriadas
recombinantes de la poblacion o generar otras poblaciones a partir de nuevos

cruzamientos interespecificos.

Los cuatro QTL descubiertos se localizaron en grupos de ligamiento diferentes. Por

tanto, es muy probable que tengan segregacion independiente. De todas formas, esto
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debe ser confirmado con nuevos analisis con un mapa genético mas robusto basado en
un mapa de referencia. Es usual que, en poblaciones de mapeo de otras especies, los
QTL para la dormicion de semillas se localicen en diferentes cromosomas (Kumar et
al., 2015, Alonso-Blanco et al., 2003). Por otra parte, no encontramos efectos
epistaticos significativos entre los QTL con mayor efecto fenotipico, y el mayor
componente genético fue el aditivo. A pesar de que han sido reportados efectos de
dominancia y epistasis asociados a la dormicién de semillas, el componente aditivo
suele ser el mas importante (Cantoro et al., 2016, Bentsink et al., 2010). Ademas, no
se registrd un efecto importante del momento de cosecha sobre la dormicion, lo que
explica la alta heredabilidad de los fenotipos evaluados. El componente genético
heredable suele ser mas importante que el ambiental para definir el nivel de dormicion
(Wagmann et al., 2012, Goggin et al., 2010, Meyer y Allen, 1999). Evidencias
anteriores sobre la dormicion de semillas en especies de Paspalum del grupo Dilatata
han mostrado que el efecto materno suele ser leve en estas especies (Glison et al., 2023,

2015).

Se logro registrar segregacion transgresiva en la poblacion, donde algunas lineas
recombinantes mostraron menor dormicién de semillas que el parental con menor
dormicion (P. plurinerve). Tipicamente, la segregacion transgresiva sucede de la
recombinacion de parentales donde hay alelos favorables dentro del parental que es el
de menor desempefio en la caracteristica en estudio, o viceversa (Rieseberg et al.,
2003). En un trabajo previo, con progenies F3 derivadas del hibrido F1 que dio inicio
a la poblacion de mapeo del presente trabajo, se estimé que la probabilidad de
encontrar segregacion transgresiva en familias Foo es mayor a 0,7 para caracteristicas
como biomasa, numero de tallos fértiles y largo de lamina (Monteverde et al., 2022).
Nuestros resultados confirman lo anterior para el caso de la dormicion de semillas. Por
tanto, deben existir loci donde los alelos de P. flavescens incrementan la
germinabilidad mas que los alelos de P. plurinerve. En nuestro trabajo, se logrd
detectar que el locus gGP-20 cumple con lo anterior, pero no debe ser el tnico. Los

resultados indican que es posible alcanzar cultigenos de P. dilatatum con baja
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dormicion por medio de programas de largo plazo de mejoramiento de autdgamas con

las especies sexuales del grupo Dilatata.

5.5.2. Consideraciones finales

Los resultados de nuestro trabajo demuestran que la dormicion de semillas en las
especies de Paspalum del grupo Dilatata es determinado por al menos cuatro QTL. El
siguiente paso sera identificar los genes que explican los efectos de estos loci. A pesar
de no tener tanta informacion genética de especies de Paspalum, los genes que
comandan la dormicién de semillas son lo suficientemente conservados, tal que es
posible usar las secuencias consenso de especies modelo para poder detectar los genes
y su expresion en especies silvestres (Huarte et al., 2014). Los resultados son
suficientes para afirmar que es posible obtener con facilidad cultivares sexuales
autogamos de Paspalum del grupo Dilatata con baja dormicion de semillas. Los
cultivares con menor dormicion pueden presentar mejores caracteristicas de
emergencia ¢ implantacion (Glison et al., 2021). En Panicum virgatum y Paspalum
notatum se lograron cultivares con baja dormicion y mejor implantacion en tan solo
cuatro generaciones de seleccion fenotipica (Anderson et al., 2009, Burson et al.,
2009). La variabilidad de la dormicion de semillas en la poblacion de lineas
endocriadas recombinantes fue alta, lo cual demuestra el potencial de una hibridacion
interespecifica. Esta variabilidad se obtuvo sin explorar la amplia variabilidad dentro
de cada especie parental (Sandro et al., 2019) o la variabilidad entre las cinco especies
sexuales de Paspalum del grupo Dilatata, que también es muy importante (Glison et
al., 2023). Todo esto, en suma, brinda una perspectiva promisoria para poder superar
una de las principales limitantes que presentan estas especies para ser usadas en

cultivos.
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5.6. ANEXO: FIGURAS Y TABLAS SUPLEMENTARIAS
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Figura suplementaria 1. Valores de LOD para la variable GP (germinacion parcial) de
la cosecha de verano (a) y de otoflo (c), y para la variable GF (germinacion final) de
la cosecha de verano (b) y de otofio (d), con respecto al mapa genético generado para
la poblacion de lineas recombinantes de Paspalum del grupo Dilatata. En el eje x de
cada grafica, se marcan los 24 grupos de ligamiento y los 1068 marcadores SNP.
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Figura suplementaria 2. Histogramas con la frecuencia de la poblacion de lineas
recombinantes de Paspalum para el indice de germinabilidad (IGA). Las cufias en cada
grafica indican el valor promedio de los parentales: cufia negra = P. flavescens, cufia

blanca = P. plurinerve. Las lineas horizontales marcan el intervalo de confianza al 95
%.

Tabla suplementaria 1. Varianza estimada para cada factor del modelo, la particion
de la varianza total y la heredabilidad en sentido amplio (/) para el indice de
germinabilidad (IGA). GxC = interaccidon genotipo x cosecha.

Variable de
germinacion Genotipo Cosecha GxC Bloque Surco Parcela Residual H*

IGA  Varianza 0,1073" 00,0087 0 0,0066™ 0,0006™ 0,0519 0,936
(% total) (61,3%) (0%) (50%) (0%) (3.8%) (0,3%) (29,6 %)

N.° de 178 2 356 3 30 18
grupos

Significancia: *** < 0,001, **< 0,01, *< 0,05
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Figura suplementaria 3. Valores de LOD con respecto al mapa genético generado para
la poblacion de lineas recombinantes de Paspalum del grupo Dilatata para el indice de
germinabilidad (IGA). En el eje x de cada grafica, se marcaron los 24 grupos de
ligamiento y los 1068 marcadores SNP.

Tabla suplementaria 2: descripcion de los QTL detectados para el indice de
germinabilidad (IGA) y con cual de los QTL descubiertos para las variables GP y GF
colocaliza cada uno. Se muestra la localizacion en el mapa, el marcador SNP asociado,
el efecto aditivo y la variabilidad fenotipica explicada por el QTL (VFE).

QTL Co-localiza Grupo Posicion Marcador LOD Efecto

con ligamiento (cM) SNP (pico) aditivo! VFE (multi)
qlGA-1 qGP-1 1 49 TP63417 8,54 +0,140(BB) 21,3%
qlGA-13  qGF-13 13 234 TP82262 6,34 +0,059(BB) 13,6 %

1. El efecto aditivo se reporta en valores de proporcion de germinacion y en referencia a lo obtenido
para P. flavescens. Entre paréntesis, se muestra el genotipo para cada locus que incrementa la
germinabilidad. AA = alelos de P. flavescens; BB = alelos de P. plurinerve
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6. DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES

6.1. PRINCIPALES RESULTADOS Y DISCUSION GENERAL

La dormicién de semillas no ha sido una caracteristica que, histéoricamente, se haya
evaluado para seleccionar cultivares. Las especies mas usadas para cultivos agricolas
y para pasturas no presentan dificultades para su implantacion en casi ningtn lugar del
mundo. Esta ausencia de dificultades se debe a que presentan una dormicion de
semillas muy baja que se explica por la domesticacion. Sin embargo, los desafios que
presenta la agricultura, como perennializar los sistemas productivos, contar con
estrategias de regeneracion de zonas degradadas o promover sistemas mas
agroecologicos, incluyen a menudo la propuesta de incorporar nuevas especies
silvestres no domesticadas, muchas de estas nativas y con altos niveles de dormicion
de semillas. Los trabajos incluidos en esta tesis recorren diversas preguntas alrededor
de la expresion fenotipica y la heredabilidad de la dormicion de semillas para un
conjunto de especies de gramineas estivales perennes nativas estrechamente
relacionadas que resultan de indudable interés para ser mejoradas y adoptadas para la
produccion de forraje. Cabe destacar que, durante la realizacion de estos trabajos, el
conocimiento sobre el grupo Dilatata continud su acumulacion. De este modo, no todas
las especies sexuales eran reconocidas como tal al inicio de los trabajos, sino que eran

considerados biotipos sexuales de P. dilatatum.
6.1.1. Principales resultados

La emergencia de plantulas de los diferentes materiales de Paspalum evaluados en el
capitulo 3 mostraron una fuerte influencia de la temperatura y el potencial hidrico del
suelo. El momento de siembra que llevo a una mayor emergencia de plantulas, tanto
con o sin riego, es la primavera temprana. A diferencia de lo esperado, las siembras en
primaveras tardias con las temperaturas mas altas resultaron en una menor emergencia
que en primaveras tempranas, aun bajo un régimen de riego. El modelo optimizado
para la proporcion de emergencia resulté en que las altas temperaturas (> 20 °C)
tienden a reducir la emergencia con respecto a temperaturas mas frescas. Esto coincide

con los resultados obtenidos en el capitulo 4, donde la estratificacion calida no reduce
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la expresion de la dormicion mientras que la estratificacion fria si lo hace. Por otra
parte. registramos diferencias claras en la emergencia de plantulas a campo entre los
diferentes materiales (capitulo 3). En particular, se destacan las diferencias que
mostraron los dos materiales referenciados como P. dilatatum (variedad Chira y P.
flavescens, segin Rosso et al., 2022), donde P. dilatatum var. Chird mostré mayor y
mas rapida emergencia que P. flavescens en la mayor parte de los escenarios

ambientales.

Se registraron diferencias significativas en la dormicion de semillas entre las especies
sexuales de Paspalum del grupo Dilatata (capitulo 4). Paspalum urvillei fue la especie
que mostré menor dormicion de semillas, que le permitié una alta proporcion de
germinacion en un amplio rango de condiciones, donde se destacd su habilidad de
germinar en temperaturas muy bajas. Sin embargo, P. urvillei mostré6 muy bajas
proporciones de emergencia, sobre todo en situaciones donde no se suministrd riego
en los ensayos de emergencia (capitulo 3). El factor mas relevante que explico la
variabilidad de la dormicion de semillas dentro del grupo de lineas sexuales evaluadas
fue la especie, aunque fue relevante la varianza entre lineas dentro de especies
(capitulo 4). Mientras tanto, el efecto del momento de cosecha no fue significativo
sobre la variabilidad de la dormicion. Por otra parte, el nivel de dormicién de semillas
de cada especie, y la amplitud del nicho de germinacion que lo anterior permite, fue
asociado a comportamientos de habitat de cada especie. La evaluacion de esta
caracteristica funcional brindé evidencias que pueden explicar, en parte, la extension
y ubicacion de las areas con alta favorabilidad obtenida en los modelos de distribucion
de las especies. La baja dormicion de semillas de P. urvillei le permite mostrar un
amplio nicho de germinaciéon, que explica su extendida distribucion geografica
asociada a un comportamiento generalista del habitat. Mientras tanto, las otras especies
(P. dasypleurum, P. flavescens, P. plurinerve y P. vacarianum) mostraron mayores
niveles de dormicion de semillas, que expresan nichos de germinacion mas estrechos,
asociados a comportamientos mas especialistas del habitat con areas de distribucion
mas restringidas y alopatricas. Las especies P. flavescens, P. plurinerve y P.

vacarianum, que antes se las identificaban como biotipos sexuales de P. dilatatum,
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mostraron un patrén de variabilidad de la dormicion de semillas que se correlaciona

con el nivel de precipitaciones en las épocas mas secas y calidas del afio.

La respuesta germinativa entre las especies P. flavescens y P. plurinerve fue siempre
diferente, tanto en los resultados del capitulo 4 como los del capitulo 5. La poblacion
de lineas recombinantes endocriadas, obtenidas tras un cruzamiento de estas dos
especies, resulto ser diversa genéticamente y mostré una amplia variabilidad fenotipica
en la dormicion de semillas. Algunas de las lineas evidenciaron fenotipos extremos
que demuestran segregacion transgresiva (capitulo 5). La varianza genética de las
variables de germinacion fue significativa, mientras que la varianza ambiental fue muy
baja, dando una heredabilidad en sentido amplio de la dormicion de semillas muy alta.
El analisis de QTL detectd cuatro loci con efecto significativo sobre las variables

germinativas. No se registr6 evidencia de que estos QTL muestren interaccion.
6.1.2. Discusion general

El nivel de dormicion de semillas que expresa cada genotipo de Paspalum tiene una
importante influencia en la velocidad y cantidad de plantulas emergidas a campo. En
trabajos anteriores, se reportd que P. dilatatum var. Chird muestra una dormicion de
semillas mucho mas baja que apomicticos pentaploides y que P. flavescens (Glison et
al., 2017, 2015), por lo que los resultados de emergencia obtenidos en el capitulo 3
concuerdan con lo esperado. Sin embargo, P. urvillei mostro al mismo tiempo bajo
nivel de dormicion y baja emergencia de plantulas, lo que discrepa con lo anterior.
Una explicacion plausible es que las caracteristicas posgerminativas de P. urvillei,
como la tasa de crecimiento inicial o la mortalidad de plantulas, sean los «cuellos de
botella» para la implantacion de esta especie (Donohue et al., 2010). Por otro lado, los
resultados de la emergencia de plantulas obtenidos en diferentes momentos del afio
permiten sugerir que las siembras en fechas tempranas de primavera son las mejores
para obtener una mayor implantacion. A pesar de ser una especie estival, las siembras
de primavera tardia pueden verse afectadas por una mayor expresion de la dormicion
por las altas temperaturas, y no s6lo por una mayor chance de que ocurra un déficit de
agua (Cornaglia, 2003). La respuesta aparentemente dual a la temperatura, donde las

semillas precisan altas temperaturas para germinar pero las altas temperaturas también
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aumentan la expresion de la dormicion, es algo esperable y fue reportado para otras

especies estivales (Batlla y Benech-Arnold, 2010, Duclos et al., 2014).

La variabilidad en la dormicion de semillas dentro el grupo Dilatata se refleja de gran
manera en las diferencias registradas entre las especies sexuales. Los materiales
naturales apomicticos no muestran gran variabilidad en esta caracteristica, excepto la
variedad Chirt (Glison et al., 2015). Las diferencias en la dormicidon de semillas entre
las especies sexuales tienen un sentido ecoldgico y evolutivo, donde las respuestas
germinativas mostradas determinan la extension y ubicacion del area de sus
distribuciones geograficas. En el caso de las especies mas especialistas, con
distribuciones restringidas y alopatricas, el nivel de dormicion que presenta cada una
puede determinar que cada especie sea la mas adaptada para el nicho de regeneracion
que ocurre en su localidad, pero no sean capaces de competir de buena forma en las
localidades donde dominan las otras especies (Grubb, 1977, Jiménez-Alfaro et al.,
2016). La ausencia de un efecto significativo del momento de cosecha refleja una baja
influencia del efecto materno sobre la dormicién de semillas. Se han reportado
resultados similares en trabajos anteriores con otros genotipos dentro del grupo
Dilatata (Glison et al., 2017, 2015). La plasticidad de la dormicion se puede considerar
una caracteristica que pueden presentar las especies en mayor o menor grado que
brinda mayor adaptabilidad y esta definido genéticamente (Mitchell et al., 2017,
Chiang et al., 2011). Es probable que las especies del grupo Dilatata no tengan
mecanismos genéticos que provoquen mayor expresion de la plasticidad en la
dormicion de semillas, y que el fenotipo de germinacién que evidenciamos esté
fuertemente determinado por el genotipo. Ademas de la variabilidad entre especies,
debemos sumar la variabilidad intraespecifica entre poblaciones de la misma especie.
Los resultados obtenidos logran demostrar que existe, pero no permiten estimar su

magnitud.

Los estudios sobre las especies sexuales del grupo Dilatata estuvieron, con frecuencia,
vinculados a la posibilidad de incrementar la variabilidad genética de los materiales
apomicticos. En la actualidad, se las puede considerar puntos de partida para obtener
cultigenos por medio de métodos tradicionales de mejoramiento (Monteverde et al.,
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2022). Dado que los problemas de implantacion que limitan la adopcion de cultivos de
Paspalum se explican en buena medida por el nivel de dormicion de las semillas, y
que las especies sexuales del grupo constituyen un panel diverso de genotipos que
expresan fenotipos de dormicion diferentes, resultaba interesante conocer el
mecanismo de herencia de esta caracteristica. La dormicion de semillas resultdé una
caracteristica con alta heredabilidad, lo que se explica en parte por la baja plasticidad
del fenotipo evidenciada en estas especies. Al igual que en analisis similares con otras
especies (Cantoro et al., 2016, Bentsink et al., 2010), la dormicion de las semillas es
controlada por varios QTL y no se encontro evidencias de interacciones epistaticas.
Esto sugiere que esta caracteristica esta controlada por mecanismos genéticos y
moleculares aditivos independientes (Bentsink et al., 2010), lo que se traduce en que
la expresion de la dormicion depende de la sumatoria de alelos favorables o
desfavorables en cada QTL detectado. El hecho que haya habido lineas con fenotipos
transgresivos se puede explicar que en algun QTL el alelo que expresa menor
dormicion se encuentre en el padre de mayor dormicion. Esto sugiere que la
variabilidad potencial de la dormicion de semillas que se puede obtener mediante
cruzamientos interespecificos es muchisimo mayor a la existente en la naturaleza, que,

de todas formas, es inmenso.

Cabe aclarar que el fenotipado de la dormicion realizado en el capitulo 5 es parcial,
dado que s6lo se analizo la respuesta germinativa de semillas recién cosechadas ante
dos condiciones de temperatura. El nivel de dormicion de semillas también se puede
evidenciar en la respuesta a condiciones que reduzcan la dormicioén primaria, como el
almacenamiento en seco o la estratificacion en frio, o a condiciones que impongan la
dormicion secundaria. En Arabidopsis, Cadman et al. (2006) registraron diferencias
en el transcriptoma segun el estado o nivel de dormicion de las semillas (dormicion
primaria, dormiciéon primaria removida o dormiciéon secundaria). Lo anterior es
perfectamente trasladable a las especies de Paspalum analizadas en nuestro trabajo, lo
cual sugiere que cada uno de estos estados posibles puede estar controlado por un
conjunto de genes diferente a los detectados en nuestros analisis que estén ubicados en

otros loci.
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6.2. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La dormicion de semillas es muy variable entre las especies sexuales de Paspalum del
grupo Dilatata, dado a que es una caracteristica adaptativa sujeta a seleccion natural
que explica en buena medida la persistencia de las poblaciones en las distribuciones
geograficas reportadas. Su alta heredabilidad y la posibilidad de segregacion
transgresiva apuntan a que es posible obtener cultigenos a partir de estas especies con
métodos de mejoramiento tradicional. Estos cultigenos, ademas de presentar
caracteristicas atractivas para la produccion de forraje, deberan mostrar baja dormicion
que facilite su implantacion y, por tanto, su adopcion productiva. Para ello, es
necesario incorporar métodos de evaluacion de la dormicion dentro del programa de
mejoramiento. En la actualidad, se estan desarrollando proyectos donde se evaluara la
produccion de pasturas que incluyen materiales sexuales de Paspalum, entre los que

hay algunas lineas que mostraron baja dormicion.

Se detectaron los primeros QTL asociados a la dormicion de semillas en especies de
Paspalum. A partir de este resultado, tenemos la chance, en futuros trabajos, de
descubrir qué genes hay en esas regiones, si son genes homologos a los hallados en
otras especies que tienen efectos sobre la dormicidn, y cuales son sus patrones de
transcripcion. Ademas, los diferentes alelos dentro de estas regiones estan asociados a
marcadores moleculares especificos, lo cual puede facilitar el mejoramiento y la

seleccion del cultigeno.

En definitiva, el presente trabajo, en su conjunto, revela la importancia del estudio de
la dormicion de semillas con distintos abordajes para colaborar con el objetivo de
obtener materiales de la variabilidad natural con mayor chance de ser propagados y
reproducidos por semilla. Es deseable que los futuros esfuerzos de evaluacion de
especies nuevas, nativas o exoéticas, incluyan la caracterizacion de la dormicion de
semillas, para no escoger materiales que pueden ser muy atractivos por caracteristicas
productivas (produccion de granos, produccion de forraje, longitud de ciclo), pero que
cuya adopcion fracase porque su implantacion no sea la adecuada por no estar adaptada

a los agroecosistemas.
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