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RESUMEN

Panicum coloratum var. coloratum (n.v. mijo perenne) es una forrajera con excelentes
aptitudes para el Sudoeste Bonaerense, que aporta sustentabilidad a los sistemas
agropecuarios en un ambiente con importantes limitaciones productivas y que permite realizar
un planteo forrajero que aporte alimento en el periodo estival, cuando los rodeos demandan

una mayor cantidad de forraje.

Esta especie aln ha tenido menor difusidn que otras pasturas megatérmicas, y la causa de
su baja adopcidn por los productores se debe a las dificultades que presenta la etapa inicial de
su cultivo. Las caracteristicas de las semillas de mijo perenne, como su pequefo tamafio -
asociado a escasas reservas-, su maduracion asincrénica, su elevada dehiscencia y la dormicion
primaria en semillas nuevas, causan una reduccion en la calidad comercial, asi como en la
eficiencia de su implantacién. Estos rasgos se asocian a caracteres silvestres que conserva la

especie, debido a que aun ha tenido un menor mejoramiento que otras gramineas.

El estudio de estos problemas y el desarrollo de técnicas que mejoren la performance de las
semillas han sido objetivos de este trabajo. El aumento de la eficiencia durante la germinacién
e implantacién se realizé mediante la aplicacidn de distintas técnicas de acondicionamiento de
semillas (priming), que consiste en realizar una hidrataciéon controlada, sin permitir que la
semilla germine. Sus beneficios se reflejaron en aumentos muy significativos en el poder
germinativo, el crecimiento y supervivencia de las plantulas mediante un proceso de
invigorizacién. Ademas, otorgd mayor tolerancia a condiciones desfavorables durante el
desarrollo, como la deficiencia hidrica y la salinidad. Los acondicionamientos que resultaron
mas efectivos fueron los de hidropriming (solo con agua destilada), matripriming rdpido (con
papel de filtro de baja retencidn de agua) y osmopriming con cloruro de calcio (CaCly) al 2%. Los
tiempos y temperaturas con los que se obtuvieron los mejores resultados fueron cuando se
aplicé priming durante 12 horas a 25 °C, aunque también con 24 horas y 30 °C se obtuvieron

mejoras significativas.

Para entender el origen de la baja calidad de las semillas y la reducida eficiencia durante la
implantacidn, se realizaron estudios en inverndculo sobre la maduracién, dehiscencia y

retencién de semillas en las panojas. En los 3 afios evaluados, aumentd gradualmente la



produccidn y retencidn de semillas. Ademas, se encontrd que en la parte apical de las panojas
era donde ocurria la abscision mds temprana, y que la parte basal retuvo un porcentaje muy
bajo de semillas. La parte media de la inflorescencia fue la que tuvo mayor retencién y cantidad
de semillas. Luego de 5 semanas después de la antesis las semillas tenian un peso mayor, pero
la maxima retencidn ocurrié entre 7 y 8 semanas después de la antesis. Estas evaluaciones
pueden colaborar en la determinacidn del momento éptimo de cosecha, de modo de encontrar
el periodo en el cual las semillas alcancen el maximo peso y estado de madurez, pero evitando

una pérdida excesiva por dehiscencia.



ABSTRACT

Panicum coloratum var. coloratum (perennial millet) is a forage with excellent aptitudes for
Buenos Aires Southwest, which provides sustainability to agricultural systems in an environment
with important productive limitations and which provides food in the summer period, when the

herds demand a greater amount of food.

This specie has still had less diffusion than other megathermic pastures, the cause of its low
adoption by producers (farmers) is due to the difficulties of initial stages growth. The
characteristics of perennial millet seeds, such as small size -associated with scarce reserves-,
asynchronous maturaty, high dehiscence and primary dormancy in fresh seeds, cause a reduction
in commercial quality, as well as the efficiency of their establishment. These traits are associated
with the maintenance of wild genetics characters, because it has still undergone less

improvement than other grasses.

The study of these problems and the techniques development to improve seed performance
have been objectives of this work. The increase in efficiency during germination and
establishment was carried out by applying different seed priming techniques, which consists of
performing controlled hydration, without allowing seed germination. Its benefits were reflected
in very significant increases in germination percentage, growth and seedling survival through an
invigorization process. In addition, it granted greater tolerance to unfavorable development
conditions, such as water deficiency and salinity. The most effective priming were hydropriming
(only with distilled water), rapid matripriming (with filter paper with low water retention) and
osmopriming with 2% calcium chloride (CaCl;). Best results were obtained were when priming
was applied for 12 hours at 25 °C, although significant improvements were obtained 24 hours

and 30 °C.

Seed maturity, dehiscence and seed panicles retention were carried out in greenhouse essays
to understand low seed quality origin and low estabishment efficiency. Seed production and
retention gradually increased during the 3 years study. Furthermore, it was found that panicle
apical part was where earliest abscission occurred, and that the basal part retained a very low
seed percentage. The inflorescence middle part had the highest seed retention and seed number.

Five weeks after anthesis, seeds had higher weight, but maximum retention occurred between 7
8



and 8 weeks after anthesis. These evaluations can help in determining the optimal harvest
moment, in order to find the period in which seed reaches maximum weight and maturity state,

but avoiding excessive loss due to dehiscence.
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1. 1. La region semidrida bonaerense

Las regiones dridas, semiaridas y subhimedas ocupan dos tercios del planeta (ICID, 2010).
En el caso particular de la Argentina dichas zonas cubren el 75% de la superficie del pais y un
tercio corresponde a humedales, bosques o montes subtropicales, selvas y pastizales. Por otro
lado, mAs del 85% de las tierras cultivables tienen condiciones de aridez o semiaridez

(Bertonatti y Corcuera, 2000; INDEC, 2000;).

En nuestro pais se registran importantes cambios en el sentido norte-sur y este-oeste que
determinan una gran variabilidad climatica y edafica (Campo et al, 2009). El limite maritimo
costero es extensode 4.725 km, las precipitaciones oscilan desde un minimo apenas superior a
los 200 mm en La Quiaca hasta mas de 2.000 mm en Posadas, con un promedio anual de 515
mm en el territorio nacional. Ademas, las temperaturas medias van de 5,2 °C en Ushuaia a 22,2

°C en Posadas (INDEC, 2000).

En la Provincia de Buenos Aires el 25% del territorio integra las regiones semiarida, arida y
subhimeda-seca. Parte de estas ecoregiones conforman el Sudoeste Bonaerense (SOB), que
posee particularidades climaticas y edaficas que lo diferencian del resto de la provincia en
cuanto a sus potencialidades y limitantes productivas, de acuerdo a la Ley 13.647, del Plan de
Desarrollo del Sudoeste Bonaerense, Honorable Camara de Diputados de la Pcia. de Buenos

Aires (2012) (Figura 1).

Figura 1. Detalle del Sudoeste Bonaerense (SOB) y partidos que lo integran. Tomado de Andrade et al, 2009
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En el SOB las sequias e inundaciones provocan una alternancia entre situaciones de extrema
sequia y de exceso de agua que complican la actividad agropecuaria y le otorgan al clima regional
un cardcter de transicion (Casado y Campo, 2019). Es por ello que se registran ingresos de aire
de distinta indole que conllevan inestabilidad en las precipitaciones a lo largo de todo el afo
(Campo et al, 2009; Scian, 2009). Esta situacion repetida a lo largo de varios ciclos determina que
el contenido de humedad del suelo se encuentre frecuentemente por debajo de lo ideal con las

consecuencias productivas y socioecondmicos que conllevan (Taboada et al, 2009).

En particular, la concentracion de precipitaciones en el SOB se produce durante dos estaciones
bien definidas, otofio y primavera, con una estaciéon seca a fines del invierno y otra semiseca de
alta evapotranspiracion a mediados de verano. Las precipitaciones medias varian entre 840 mm
al este y 380 mm al oeste. Las lluvias, no siempre suficientes en los sectores occidentales de la
region para el cultivo de secano, otorgan un caracter subhumedo a esta variedad de clima

templado (Campo et al, 2009).

El SOB ocupa una superficie estimada de 6,5 millones de hectéreas, de las cuales tres cuartas
partes estan destinadas a la actividad ganadera. Una de las mayores limitaciones que tienen
dichos sistemas es que no disponen de un suministro continuo de forraje y adecuado a los

requerimientos nutritivos a lo largo del afio (Bertin, 2009).

Parte del SOB esta ocupado por el ecotono de las regiones fitogeograficas del Caldenal y del
Monte, caracterizadas por fachinales y pastizales. Las pasturas naturales de dichas regiones han
sufrido un gran deterioro ecolégico, producto del desmonte para la siembra de cultivos y del
excesivo pastoreo por ganado ovino y vacuno. Estos manejos y las desfavorables condiciones
climdticas sufridas en las ultimas décadas (bajas precipitaciones, fuertes vientos y baja frecuencia
de fuegos naturales) colaboraron para causar una situacion de desertificacion, con baja oferta de
forraje. Las pasturas naturales presentes estan representadas por especies como Nassella tenuis,
Piptochatium napostaense, Stipa clarazii, Stipa tenuis, Stipa tenuissima, Stipa gynerioides, Poa

ligularis, Hordeum stenostachys (Busso et al, 1993; Busso y Fernandez, 2018; Peldez et al, 2018).

Por todo lo mencionado precedentemente, la alimentacion ganadera se ha basado
mayormente en cultivos anuales tales como avena, cebada y centeno, principales verdeos de

invierno, junto con el sorgo como especie estival, y en menor proporcién con pasturas naturales
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y rastrojos de cosecha (Torres Carbonell, 2014). Como la disponibilidad de alimento es baja
durante el verano, la siembra de especies estivales permitiria aumentar la oferta de forraje
mientras que los lotes en los que predominan las especies de invierno podrian recuperarse

(Bolleta, 2009).

Por otro lado, la incorporacion de pasturas perennes mejora la productividad, rentabilidad y
sustentabilidad de los sistemas productivos, y permiten aumentar la carga animal, con
incrementos de hasta el 300 % de produccién anual de carne. Ademas, debido a su prolongada
perennidad (a veces superior a 20 afios) disminuyen los costos de implantacion del cultivo, ya
que se amortizan a lo largo de extenso periodo. Ademas, dichas gramineas se caracterizan por
ser tolerantes a periodos de deficiencia de agua, muy frecuentes durante su ciclo de crecimiento
(Veneciano, 2006). Sin embargo, sélo un reducido nimero de especies son capaces de tolerar las

condiciones limitantes para su desarrollo que les impone la regidn del SOB (Bolleta, 2009).

Otro aspecto a considerar es que el corrimiento de la frontera agricola, producto de la
“sojizaciéon”, ha relegado a la ganaderia hacia areas cada vez menos productivas y marginales.
Los suelos de la regidn tienen una gran fragilidad, altamente susceptibles a la erosidon eélica e
hidrica, a causa del sobrepastoreo, el desmonte y las técnicas de labranza poco apropiadas que
han causado importantes pérdidas en la cobertura vegetal y alteraron las propiedades

superficiales del suelo (Silenzi, 2011).

Por ello la busqueda de especies forrajeras, destinadas a la alimentacion ganadera, que
presenten una baja mortandad de plantulas y buena productividad aln en afios con escasas

precipitaciones y suelos de baja fertilidad ha sido relevante.

En sintesis, la planificacion de las actividades agropecuarias y la conservacion del suelo
deberian ser fundamentales en una regién con tanta susceptibilidad edafo-climatica y
productiva. En tal contexto, en las ultimas décadas, se ha difundido la siembra de pasturas
perennes que tienen un comportamiento de mayor estabilidad a lo largo de los afios, resultan
mas adecuadas para los suelos regionales de escasa estructuracion y, al evitar el laboreo
continuo, favorecen el uso conservacionista del recurso eddafico, con lo cual mejoran la

sustentabilidad de los sistemas agropecuarios. Entre las pasturas perennes podemos encontrar
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algunas de origen templado y otras tropicales o subtropicales, también denominadas

megatérmicas (Veneciano, 2006).

1. 2. Pasturas megatérmicas

Varias especies de gramineas perennes de crecimiento estival suelen denominarse
megatérmicas, debido a que pueden tolerar elevadas temperaturas. Se caracterizan
fisiolégicamente por tener una primera fijacién del CO, denominado ciclo C4 o ciclo de Hatch-
Slack, para distinguirlo del proceso reductivo C3 o ciclo de Calvin-Benson. Este ultimo es via
fotosintética universal por la cual las plantas reducen el carbono atmosférico y forman los
esqueletos carbonados necesarios para todas las biomoléculas, la base bioquimica de la
heterotrofia (Hayes, 1994). Las denominaciones C3 y C4 se deben a que los primeros compuestos
estables en los que aparecia fijado el didxido de carbono tenian cadenas carbonadas de 3 y 4

carbonos en cada uno de estos ciclos (Azcén Bieto y Talén, 2013).

Hace unos 2800 millones de afios las plantas C3 ancestrales se desarrollaron en una atmésfera
rica en CO; pero reducida en O,. Posteriormente, unos 30 millones de afos atras, se redujo la
concentracion de CO, atmosférico por la accidn fijadora de las plantas, pero esto trajo acarreado
una reduccion en la eficiencia fotosintética y en la absorcién de carbono, en especial bajo elevadas
temperaturas y deficiencia hidrica, condiciones que causan un mayor cierre estomatico por lo que

se reduce la captacion del CO, (Edwards y Voznesenskaya, 2011).

Esta limitacién encontrd, en parte, una solucién en la evolucidon convergente de mas de 45
linajes independientes de plantas con flores, pertenecientes a la Divisidn Magnoliophyta. En ellos
ocurrié la aparicidon de un sistema coordinado de caracteristicas fisioldgicas y anatdmicas que
concentraban el CO; (y consecuentemente aumenta la relacion CO,/0;) alrededor de los tejidos
donde funciona la maquinaria fotosintética, que mediante el uso de un ciclo bioquimico

alimentado por energia solar reduce el carbono (Sage, 2004).

La aparicién del ciclo C4, no alternativo sino complementario al ciclo C3, les otorgd a algunas
plantas una mayor eficiencia en el proceso de fijacion del carbono. Dichas especies tienen
temperaturas dptimas de crecimiento mas elevadas y toleran la salinidad y la deficiencia hidrica

ya que poseen alta eficiencia en el uso del agua y del nitrégeno (Azcén Bieto y Taldn, 2013).
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Las plantas C4 presentan una clara evolucidn en la asimilacion del CO, mediante dos
carboxilaciones sucesivas que se separan espacial o temporalmente (Sage, 2004). Para que esto
sea posible, el cambio evolutivo también se manifiesta en las diferencias anatémicas y
morfoldgicas de las C4 respecto de las C3. En la hoja aparecen dos tipos de células que participan
en la fotosintesis: las células de la vaina y las células del meséfilo, conformando la anatomia Kranz
0 en corona, tipica de las especies C4. Las células de la vaina se disponen rodeando los haces
vasculares, como un anillo, y tienen paredes celulares mds gruesas. Las células del meséfilo se
disponen radialmente, rodeando a las de la vaina. En ambos tipos de células también aparecen
dos tipos de cloroplastos con diferente estructura de grana y con distintas enzimas carboxilativas.
Gracias a ello, en el mesofilo se produce la primera carboxilacién y en las células de la vaina ocurre
la reduccién del carbono en el ciclo C3. Cabe mencionar, que existen especies C4 con diferente

anatomia y ultraestructura cloroplastica de la referida precedentemente (Hatch, 1987).

Los ecosistemas dominados por plantas C4 han favorecido la transformacion de la bidsferay, a
pesar de que incluyen solo al 3% de las plantas vasculares, representan el 25% de la fotosintesis
terrestre (Raya-Pérez.y Aguirre-Mancilla, 2008). Esto demuestra su éxito evolutivo y su gran
capacidad de adaptarse a diferentes ambientes. Aunque la via C4 puede aparecer en mono,
dicotileddneas, cactdceas y crasuldceas, el 60% de las plantas C4 son gramineas originarias de
regiones templadas o subtropicales, cuyas altas tasas de produccién de follaje sostienen los
mayores niveles de herviboria del planeta (Edwards y Voznesenskaya, 2011). Taxondmicamente
forman parte de la Familia Poaceae, con especies distribuidas en todas las latitudes del planeta,
constituyendo una de las taxas mas ricas del reino vegetal, que superan setecientos géneros y mas
de diez mil especies (Nicora y Rugolo de Agrasar, 1987). Las distintas especies que integran dicha
familia tienen distribucién geografica, épocas de crecimiento y composicién quimica de los tejidos
que las diferencia y que se utilizan taxondmicamente junto con sus rasgos morfoldgicos y

filogenéticos (Melo y Boetto, 1993).

1. 2. 1. Caracteristicas de las megatérmicas

Las principales caracteristicas de las gramineas megatérmicas son (Deregibus et al., 1982;

Hernandez, 1985; Petruzzi et al, 2003; Renolfi, 1989; Veneciano, 2006):
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- las plantas forman matas que tienen crecimiento vigoroso y los tallos se elongan en forma

continua,

- la temperatura dptima de crecimiento es 30 a 35° C y dificilmente se desarrollan por debajo de

15 °C,

- elevada tasa de fotosintesises (50 - 70 mg CO, dm™ h'l), que aumenta con mayor intensidad

luminica y sin mostrar sintomas de saturacion,
- alta eficiencia en la produccion de biomasa por carbono asimilado,

- crecimiento estival, luego del primer ciclo de crecimiento comienza el rebrote a partir de la
primavera, con el aumento de la temperatura, y crecen durante todo el verano hasta el comienzo

del otofo;
- la induccion de la floracion ocurre cuando los dias comienzan a acortarse (plantas de dia corto),

- buena tolerancia a la sequia, incluso algunos autores las describen como resistentes al estrés

hidrico,

- elevada eficiencia en el uso del agua (gramos de agua perdidos por transpiracion/gramo de
materia seca producida), que es aproximadamente la mitad de lo que necesita una especie

templada C3,
- alto cociente fotosintesis/transpiracion (ligada al cardcter anterior),

- elevada eficiencia en el uso del nitrégeno, lo que les permite prosperar en suelos con baja

fertilidad. Dicho requerimiento también es la mitad del necesario para una planta C3,

- tienen una baja relacion mesdfilo/fibra, por lo cual su contenido proteico y la digestibilidad es

inferior al de las pasturas y verdeos C3,

- los hidratos de carbono que sintetizan y que constituyen las fuentes energéticas del forraje, estan
representados por almidon y sacarosa que se producen en las hojas, mientras que las forrajeras
C3 aportan sacarosa y fructosanos, una combinacion de mejor disponibilidad energética, y los

sintetizan principalmente en los tallos verdes,

- las fibras que aportan las megatérmicas, en mayor proporcion que las C3, también estdn
constituidas por celulosa, hemicelulosa y sustancias pécticas, junto con lignina, proteinas,
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minerales y taninos, pero su mayor contenido de lignina hace menos digerible estos tejidos en

las pasturas C4.

Como se ha puntualizado, las especies megatérmicas son muy eficientes en la conversién del
carbono, el uso del agua y del nitrégeno lo que les permite tener una buena produccién de
biomasa, pero como aspectos negativos su contenido proteico y su digestibilidad son menores

que en las especies C3 (Melo y Boetto, 1993).

1. 2. 2. Megatérmicas forrajeras

Entre las megatérmicas de uso forrajero, y con una larga historia en el pais, se encuentran el
pasto llorén (Eragrostis curvula (Schrad) Nees) y la grama rhodes (Chloris gayana Kunth), dos
especies con alta capacidad de adaptacidn y gran difusién. Distintas especies del género Paspalum
se cultivan en el nordeste argentino hace mas de 30 afios (Quarin y Lombardo, 1986; Urbani,
1996). Otras forrajeras cultivadas con un desarrollo mas reciente en la regién templada son el
Panicum coloratum, n.v. mijo perenne, Digitaria eriantha, n.v. digitaria, Trypsacum dactyloides, y

Tetrachne degreii (Bandera et al, 2013).

En las ultimas décadas la superficie sembrada con mijo perenne aumentd notablemente,
producto del cambio que experimentd el agro por el avance de la llamada agricultura de labranza
cero (Bandera et al, 2013). La ventaja de contar con esta pastura es que esta disponible al final del
verano cuando decae la calidad del resto de los forrajes. Asi por ejemplo en los establecimientos
del SOB que emplean gramineas perennes, generalmente se pueden encontrar lotes sembrados
con agropiro alargado (Thinopyrum ponticum), una especie templada, otros lotes con pasto llorén
y finalmente otros con mijo perenne. La produccidon de biomasa de estas especies establece una
secuencia, en la cual se dispone de forraje, que es: agropiro — pasto llorén — mijo perenne, este
ultimo tiene su pico de produccién y aporta biomasa verde cuando las otras dos especies se

encuentran diferidas (Torres Carbonell, 2012).

A pesar de esta ventaja y de la buena adaptacion ecoldgica de esta especie a la regién, los
problemas asociados a la calidad de las semillas del mijo perenne han dificultado su completa
adopcidn por parte de los productores del SOB. Estos problemas seran tratados en los proximos

capitulos.
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1. 3. Caracteristicas de género Panicum L.

El género fue descripto por Linnaeus en 1754 y posteriormente reclasificado por Zuloaga en
1987 como Panicum sensu lato (s.l.), que comprendia 6 subgéneros, entre ellos el subgénero

Panicum (Zuloaga et al, 200).

Pertenece a la familia Poaceae, subfamilia Panicoideae, tribu Paniceae, que cuenta con mas de
500 especies, con amplia distribucidn mundial en especial en zonas tropicales y subtropicales pero
con poca presencia en regiones templadas y templado-frias (Nicora y Rugolo de Agrasar, 1987;

Veneciano, 2006).

El origen de la especie es variable de acuerdo a la bibliografia. Veneciano (2006) la refirié como
originaria de Africa, mientras que Zuloaga (1987) cité que podia provenir de distintas partes del
mundo, tales como China, Africa y América, pero siempre procedente de regiones tropicales y

subtropicales con precipitaciones moderadas (Whyte et al., 1971).

Estudios moleculares y morfoldgicos confirman el origen polifilético del género Panicum,
mientras que el subgénero Panicum tendria caracteristicas monofiléticas (Valdés-Reyna et al,

2009).

El subgénero Panicum esta representado por alrededor de 100 especies, todas con via
fotosintética C4, sub-tipo NAD-ME (Hattersley y Watson, 1992), entre las que se encuentran
especies de importancia forrajera tales como P. coloratum, P. maximum, P. virgatum, P. obtusum,
ademds de otras especies que crecen como pasturas naturales o que se emplean en la

alimentaciéon humana, avicola y porcina (Bhandari et al, 2011).

1. 3. 1. La especie Panicum coloratum

Es una especie que integra el subgénero Panicum, dentro de la seccidon Dichotomiflora, cuyo
nombre vulgar puede ser mijo perenne, kleingrass, klinegrass, pasto klein, kleinpanic, pasto
guinea, makarikari o pequefio panicum, entre otros, dependiendo de la variedad o de la regién
donde crezca. Es una graminea perenne que cuenta con dos variedades botanicas, la variedad

makarikariense Goossens (Goossens, 1934) y la variedad coloratum (Bogdan, 1977). A su vez se
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clasifica en varios tipos, variedades y/o cultivares debido al elevado polimorfismo que presenta

(Armando, 2014).

La especie es originaria del este del continente africano, de zonas tropicales y subtropicales,
donde las precipitaciones varian entre 700 y 1250 mm anuales (Veneciano, 2006), pero que puede
desarrollarse en regiones con menor disponibilidad hidrica, no inferior a 400-500 mm anuales,
principalmente estivales. Sin embargo, tiene una buena tolerancia a la deficiencia hidrica, aunque
es mas sensible que otras como el pasto llorén y la digitaria (Ruiz et al, 2008). Respecto de su
tolerancia a la salinidad la informacién es controvertida, aunque la variedad coloratum ha
demostrado tener un buen desarrollo bajo una salinidad no muy severa en estudios en

condiciones controladas (Taleisnik et al, 1998).

Como toda megatémica, crece mejor con elevadas temperaturas pero tiene una adecuada
tolerancia a las bajas temperaturas, incluso a heladas. La var. makarikariense tiene menor
tolerancia que la var. Coloratum, que se adapta mejor a clima templados y es capaz de mantenerse
verde aun durante el invierno y con temperaturas de hasta -18°C (Petruzzi et al, 2003). En zonas
templadas, con mayor incidencia de bajos registros térmicos temperaturas y riesgo de heladas, se
ha difundido principalmente el cv. Verde de la variedad coloratum, obtenido en Estados Unidos
(1981) a partir de germoplasma de origen sudafricano. Ademas de la tolerancia al frio, el mayor
peso de sus semillas respecto de otras variedades, la capacidad de sus plantulas para crecer mas
vigorosamente y su palatabilidad para el ganado la hacen recomendable para regiones como el
SOB (Veneciano, 2006). El cultivar Bambatsii, por su parte, pertenece a la var. makarikariense cuyo
origen es australiano y su germoplasma es de Zimbabwe. Difiere del anterior en que sus matas
son mas altas, de coloracidn mas azulada y tiene menor tolerancia al frio por lo cual en Argentina
se cultiva principalmente en Cérdoba (Petruzzi et al, 2003; Veneciano, 2006). Existe otro cultivar,
el Selection 75, logrado en Estados Unidos en 1969, cuyo germoplasma también es originario de
Sudafrica. Es el menos difundido de los tres en la Argentina y se lo cultiva en la regién centro-

norte del pais (Petruzzi et al, 2003).

La etapa vegetativa del mijo perenne, luego del rebrote primaveral, es mas corta que en las
gramineas templadas, y rapidamente comienzan a aparecer tallos florales. Asi, luego de

aproximadamente 2 meses se alcanza cerca del 80 % de la biomasa aérea que acumulara en toda
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la estacidn, con tasas maximas cercanas a 80 kg MS ha dia™ (De Ledn, 2004). Posteriormente se
reduce la velocidad de crecimiento cuando el cultivo se encuentra en plena floracién y hacia
mediados de enero vuelve a aumentar la tasa de crecimiento que decae al comenzar el otofio

cuando las hojas empiezar a mostrar signos de senescencia (Veneciano, 2006).

La planta es herbdcea, con matas vigorosas verde-azuladas de aproximadamente 1 metro de
altura, pero puede alcanzar hasta 2 metros. Forma macollos durante todo el ciclo de crecimiento
y los tallos tienen 0,6 a 1 m de largo con estructura decumbente o erecta. Las raices son profundas,
a veces con rizomas cortos y poco desarrollados, que se vuelen lefiosos a la madurez. Las hojas
son lineales y planas, glabras o hispidas en una o ambas caras, y pueden alcanzar hasta 30 cm de
longitud. Las vainas son mas cortas que los entrenudos y las ligulas membranosas pueden alcanzar
los 2 mm de longitud. Las inflorescencias son panojas terminales abiertas y laxas, multifloras con
ramificaciones de primer orden de 3 a 14 cm de longitud, verdes o violdceas cuando se forman,
pero adquieren una coloracién amarronado claro a medida que maduran. Suelen formarse mas
de 50 panojas por planta, que miden de 8 a 25 cm de largo por 3 a 15 cm de ancho. Las glumas
son glabras, tienen un tono castafio claro, son agudas y la superior es mas larga que la inferior.
Cada espiguilla contiene 2 flores, las anteras son de color amarillo o pardo y pueden alcanzar hasta
1,8 mm. La floracién comienza entre principios y mediados de diciembre, la polinizacion es
cruzada, mientras que la diseminacién de semillas se inicia a campo en el mes de enero (Armando
et al, 2013). Las semillas forman parte del cariopse, son pequeiias, su longitud no supera los 2 mm
y su ancho es inferior a 1 mm (Valdés-Reyna et al, 2009; Veneciano, 2006; Zuloaga et al, 2003)

(Figura 2).

Figura 2. A: glumas con semillas inmaduras en su interior, anteras y estigmas. B: semillas con distinto grado
de madurez, glumas y estigmas.
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1. 3. 2. Panicum coloratum en Argentina

En nuestro pais 7,8 millones de hectareas son sembradas con pasturas, de ellas 1,4 millones
son cultivadas con gramineas C4, de las cuales 130.500 ha tienen implantado P. coloratum. Esto
indica que el mijo perenne representa 9,3% de las gramineas estivales y 1,7% del area total

dedicada al uso de pasturas (INDEC, 2015).

A diferencia de lo que ocurrié en Estados Unidos, donde su empleo inicial fue como alimento
para aves (Holt et al, 1983, citado por Armando et al, 2013), en la Argentina el destino del mijo

perenne fue como forrajera para el ganado vacuno.

La EEA INTA Anguil, conjuntamente con investigadores de la Universidad Nacional de La Pampa,
comenzd a introducir nuevas especies C4 en la década del 80 entre las que se encontraba el mijo
perenne, como forma de tener mayor aporte de forraje diferido (Strizler et al, 1996; Paredes,
2015). El mijo perenne se difundié a principios de la década del 90 en la Region Pampeana,
principalmente el cv. ‘Verde’ de la var. coloratum, con mejor adaptacién a condiciones de

semiaridez y bajas temperaturas (Petruzzi et al, 2003).

La siembra se realiza desde mediados de octubre hasta fines de diciembre, con una densidad
recomendada de 3 kg ha! de semilla pura viable. La profundidad no debe excederde 1a2cmy
se pueden utilizar sembradoras tradicionales de grano fino o la maquinaria para siembra tipo

“labranza minima” (Borrajo, 2015; Petruzzi et al, 2003).

Si bien se ha implantado mijo perenne en las provincias de Cérdoba, Buenos Aires, Entre Rios,
La Pampa, San Luis y Santa Fe, su adopcion aun es relativamente baja por los productores
ganaderos, problema que se adjudica a la baja calidad de las semillas en el mercado comercial y a
las dificultades en su implantacidn, situaciédn que se repite en otros paises con especies
relacionadas (Baioni et al, 2015; Basra et al, 2004; ; Hardegree, 1994; Nouman et al, 2012; Orazi,
2014; Qadir et al, 2011; Young, 1986).

Los mejores suelos para esta especie son los francos o franco-arenosos, pero también tiene
buen comportamiento en suelos pesados con encostramiento superficial manifestando una
importante plasticidad y moderada tolerancia a salinidad y sodicidad (Bandera et al, 2013). Por

eso tiene una zona de cultivo extensa y heterogénea, pero se localiza diferencialmente acorde a
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su variedad: la var. coloratum es usada en zonas semiaridas en la regién templada, con suelos
franco-arenosos, mientras que la var. makarikariense es cultivada en regiones mas célidas, con
suelos arcillosos pesados, caracterizados por alternancia de periodos de sequia y de inundacién

(Petruzzi et al, 2003).

El mijo perenne se puede cultivar en regiones con precipitaciones de 500 a 1200 mm afio y se
puede adaptar a una estacion seca prolongada (Bryant, 1966). Hasta el momento no se conocen

plagas o enfermedades que lo afecten (Ferri et al, 2003).

La productividad del mijo perenne es su principal caracteristica, asociada al rendimiento
forrajero y a su valor nutritivo, es una de las cualidades sobresalientes de la pastura. El cv.
‘Bambatsi’ puede producir hasta 10 toneladas de materia seca por hectdrea por afio, con valores
de digestibilidad de hasta 63,8% y proteina bruta de 9,5%. El cv. ‘Verde’ puede llegar a producir
hasta 7,5 toneladas de materia seca por hectdrea por ano (De Ledn, 2009). Petruzzi et al. (2003)
mencionan que la especie tiene cualidades sobresalientes como pastura ya que produce de 50 a
60 kg ha dial, con digestibilidad de hasta 64% de y de proteina bruta superior a 14% en el
rebrote, y si bien a partir de febrero baja la calidad del forraje, el diferido conserva una buena
calidad en términos comparativos. En la Tabla 1 se compara el consumo, la digestibilidad y el

contenido de proteina de mijo perenne desde luego del rebrote y hasta el forroaje diferido.

Tabla 1. Consumo (g forraje. kg peso metabdlico™. dia) y valor nutritivo de mijo perenne durante su
ciclo productivo y como diferido. Tomado de Petruzzi et al, 2003.

Diciembre | Enero Marzo Mayo Junio Agosto

Consumo (g kg dia?) 57,7 64,9 58,8 48,6 36,2 39,9
Digestibilidad (%) 62,1 64,3 59,8 55,2 47,1 50,9
Proteina (%) 14,3 10,8 9,2 8,9 7,8 7,7

La calidad nutritiva del pasto de mijo perenne en estado verde es muy buena durante los meses
de diciembre y enero y la del forraje diferido es un poco superior al de otras pasturas

megatérmicas (Paredes, 2015; Ferri, 2011). En la Tabla 2 se comparan los datos de digestibilidad
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in vitro y el contenido proteico del mijo perenne y del pasto llorén (Eragrostis curvula),
megatérmica mas difundida en el SOB. La calidad del mijo perenne fue superior en las distintas

estaciones del afio, tanto en el forraje verde y el diferido (Stritzler, 2008).

Tabla 2. Comparacién de digestibilidad in vitro de la materia seca (DIVMS) (%) y contenido de proteina
bruta (PB) (%) de pasto llorén y mijo perenne. Adaptado de Stritzler et al., 2009.

Primavera Verano Otoio Invierno
ESPECIE DIVMS PB DIVMS PB DIVMS PB DIVMS PB
(%) (%) (%) (%)
pasto llorén
60,8 9,7 53,8 6,4 45,6 53 34,8 3,4
mijo perenne
67,1 14,3 65,7 9,4 60,3 8,2 50,2 4,5

En un trabajo realizado en la zona semidrida de La Pampa, en el que se evaluaron las
caracteristicas nutricionales de pasto llorén, mijo perenne y pasto verde (Tetrachne degreii) se
observé que en primavera el mijo perenne tenia un menor contenido de fibra por lo cual su
digestibilidad era mayor, al igual que su contenido proteico, respecto de las otras dos especies.
Sin embargo, en dicha investigacién no se corrobord que la calidad nutritiva del mijo perenne

fuera superior durante los meses de verano (Ruiz et al, 2008).

No se recomienda el pastoreo del mijo en el primer afio de su implantacion, debido a su bajo
vigor y lento crecimiento inicial, por lo que el primer brote conviene dejarlo crecer y diferir para
acumular materia seca. En ciclos posteriores su uso forrajero puede comenzar con plantas que
hayan alcanzado un rebrote de 30 cm de altura, pero el ganado se debe retirar cuando queden
unos 10 cm de altura, para que no se dafen los meristemas que permitan su posterior reborte
(Petruzzi et al, 2003). La palatabilidad y consumo voluntario por parte del ganado del mijo perenne
decae a medida que avanza el ciclo de crecimiento y las hojas maduran, y para mejorar este

problema se la puede consociar con leguminosas para mejorar este problema (Cook et al, 2005).

Todas estas caracteristicas hacen que Panicum coloratum sea considerado una alternativa
interesante en el panorama forrajero de las empresas agropecuarias argentinas. Dependiendo del
tipo de utilizacion, puede integrar cadenas de cria o de invernada, contribuyendo adicionalmente

a la estabilidad de los suelos. Debido a que dicho material presenta resistencia a sequia y
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moderada tolerancia a la salinidad las distintas variedades son promisorias para superar la escasez
de la produccién de forraje en ambientes poco productivos con suelos pobres y condiciones

desfavorables (Stritzler, 2008).

1. 4. Factores de estrés que afectan el crecimiento y desarrollo de P. coloratum

Se define a los mismos como factores externos que actian sobre un organismo y causan
modificaciones de naturaleza fisica y/o quimica respecto de su funcionamiento normal (Levitt,
1980). Se estima que solo el 10% de las tierras arables del mundo se encuentran libres de estrés
(Blum, 1989). Estos factores, tanto biéticos como abiéticos, alteran los procesos fisioldgicos de las
plantas, provocando un descenso en la tasa de crecimiento vy, por lo tanto, una merma en la

productividad (Hsiao, 1973).

El déficit hidrico es uno de los agentes naturales mds comunes causantes de estrés abidtico y
se lo considera como el principal agente que limita la distribucién geogréfica y el rendimiento de
los cultivos. El déficit hidrico comienza a desarrollarse cuando la poca disponibilidad de agua en
el suelo ocasiona que la transpiracién exceda la absorcion de agua por las raices (Munns y Tester,
2008). En los sistemas naturales, un déficit de agua puede ser el resultado de bajas
precipitaciones, falta de retencion de agua del suelo, excesiva salinidad, temperaturas extremas
frias o calientes, baja presidn de vapor atmosférica o una combinacién de estos factores (Nilsen y

Orcutt, 1996).

Las medidas mas utilizadas para estimar el estado hidrico en las plantas son el potencial hidrico

(W) y el contenido relativo de agua (CRA) (Golberg et al, 2011, Taiz y Zeiger, 2006).

Los efectos del estrés dependen de la intensidad y duracion del mismo; en primer lugar, se
produce una disminucién del crecimiento de las hojas y del tallo producto de la pérdida de
turgencia celular, con signos de marchitamiento y decoloracién. Las consecuencias finales son:
plantas de menor tamafio, menor nimero de macollas, menor cantidad de hojas vivas, y por ende

menor produccion de biomasa, de forraje y de grano (Hsiao, 1973).
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Si bien la distribucidén y magnitud de las precipitaciones es la principal causa de estrés abidtico,
otra de las formas limitante que enfrentan las pasturas se relaciona con la presencia de sales
edaficas. Segun FAO-UNESCO, Argentina es el tercer pais con mayor superficie de suelos afectado
por la salinidad en el mundo, mds de 19 millones de hectareas de la llanura chaco-pampeana se

encuentran en esta situacion.

La salinidad puede deberse a causas tales como propiedades del suelo, inadecuadas practicas
de irrigacidén, pobre drenaje y alta evaporacion. Este problema puede ser atenuado a través de la
recuperacién de los suelos, pero dado el costo del proceso la utilizacién de especies y variedades
resistentes resulta una solucién mas adecuada cuando la salinidad no es muy elevada. La alta
concentracion salina afecta el metabolismo, ocasionando un desequilibrio idnico y estrés
osmotico. Un fuerte estrés salino rompe la homeostasis del potencial hidrico y la distribucidn de
iones (Alcaraz Ariza, 2012). Como otros tipos de estrés, la salinidad inhibe el crecimiento de la
planta por afectar la fotosintesis y la transpiracién, limitando el aporte de fotoasimilados y
causando senescencia prematura de las hojas. Esto da por resultado rendimientos reducidos y, en

casos severos, la pérdida total del cultivo (Golberg et al, 2011).

La implantacién de pasturas en zonas cada vez mas aridas se ha visto afectada en los udltimos
tiempos a causa del corrimiento de la frontera agricola hacia el sur y el oeste del pais (Bandera et
al, 2013). El desplazamiento hacia zonas marginales afectadas no sélo por la escasez de
precipitaciones sino por la salinidad y las elevadas temperaturas, es uno de los principales desafios

que debe afrontar el sector ganadero en Argentina (Cirelli y Volpedo, 2002).

Los procesos con los que inicia el desarrollo de una planta, la germinacién de las semillas y el
establecimiento de las plantulas, constituyen dos etapas cruciales y durante las mismas los
factores adversos como la salinidad y el estrés hidrico son criticos para la supervivencia (Khan,
1991). La germinacién de las semillas depende principalmente de la disponibilidad de agua en el
medio; en condiciones de estrés hay una disminucion tanto del poder germinativo como la tasa o
velocidad de germinacion (Gorai y Neffati, 2007; Khan, 1991; Marafién et al, 1989). En los suelos
salinos, la presencia de iones no sélo disminuye el potencial hidrico, sino que también provoca

efectos toxicos sobre las semillas (Bazzigaluppi et al, 2008; Khan et al, 2006).
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Ademas del bajo poder germinativo, en general, las forrajeras perennes tienen un lento
crecimiento inicial a causa de las escasas reservas en sus pequefias semillas, lo que hace que el
establecimiento de la plantula sea una etapa muy critica del cultivo. Si a esto se suman condiciones
adversas en el medio, como son la falta de agua o la presencia de sales en el perfil, la implantacion

de la pastura es aun mas dificil (Taleisnik et al, 1998; Orazi, 2014; Piwowarczyk et al, 2016).

Dado que el tamaiio de las semillas solo puede ser modificado por mejoramiento, y que el peso
seminal es determinante de la capacidad de implantacién de Panicum colorum, varios estudios se
han orientado a la aplicacién de diferentes técnicas para mejorar la performance de las semillas

durante la germinacion y la implantacién (Basra et al, 2004; Qadir et al, 2011; Tomas et al, 2016).

1. 5. Caracteristicas de las semillas de P. coloratum relacionadas con la
implantacion

La produccién de semillas favorece la resiembra natural de la pastura, pero presenta como

inconveniente que las semillas no son retenidas y su maduracién no es uniforme en la panoja. Este

tipo de maduraciéon despareja suele definirse como asincrénica o diacrénica (Bewley et al, 2013,

Romero-Murcia, 2019). El periodo en el cual se alcanza la madurez puede ser mayor a 2 semanas,

luego la semilla cae casi inmediatamente, por lo cual al momento de la cosecha se obtiene un

elevado porcentaje de semillas vanas e inmaduras (Cook et al, 2005; Petruzzi et al, 2003).

Definir el momento éptimo de cosecha es una de las condiciones mas dificles para la
produccién de semillas de mijo perenne (Petruzzi et al, 2003; Valdéz, 2020). Las semillas que no
completaron su maduracidn tienen bajos porcentajes de germinacion, y las plantulas que nacen

de ellas presentan menor vigor que las originadas a partir de semillas maduras (Maina, 2012).

El sistema de cosecha de semillas de esta especie también es compleja, ya que si se realiza en
forma directa se obtiene en promedio una produccion de sélo el 19 % de la cosecha potencial. Por
otro lado, con un sistema de corte, hilerado y posterior secado a galpdn, la produccion puede
aumentar hasta el 42 %, mientras que el corte e hilerado y secado a campo permite lograr hasta

un 49% de la semilla potencialmente disponible (Petruzzi et al, 2003).
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La importancia de estos problemas se refleja en el hecho de que el Instituto Nacional de
Semillas (INASE) permite la comercializacion de mijo perenne con un poder germinativo minimo
de 15%, por eso muchas muestras comerciales tienen una baja calidad. En relevamientos
realizados por el EEA INTA Bordenave sobre distintos lotes del cv “Verde” se comprobd que
presentaban un bajo peso de mil semillas, que oscilaba entre 770 y 1150 mg en las semillas
peleteadas (Lauric et al, 2014). Ademas, dichas muestras arrojaron valores de poder germinativo
de 15 a 50%. La variabilidad estaria relacionada con la falta de uniformidad en el grado de

maduracion de las semillas que se mencioné anteriormente.

En la var. makarikariense se encontré que el porcentaje de germinacién aumentaba
linealmente con el peso de las semillas hasta los 1,34 g (peso de mil), mientras que en semillas
mas pesadas el porcentaje no superaba el 84% de germinacién (Maina, 2012). En dicha variedad,
semillas con mayor peso de mil fueron seleccionadas y reproducidas en el EEA INTA Rafaela, y se
encontrd que, en condiciones semicontroladas, si bien no aumentaba el poder germinativo ni el
porcentaje de emergencia, dichas plantulas tenian un establecimiento mas rapido y un mayor
desarrollo posterior respecto de materiales no mejorados (Tomas et al, 2007; Tomas y Giordano,

2013).

Por todos los inconvenientes descriptos, relacionados con la maduracién y falta de retencién
de las semillas, su pequefio tamafo, asociado a su bajo vigor y supervivencia a campo, a lo que se
puede sumar la dormicion de las semillas, la eficiencia de implantacion del mijo perenne suele ser

baja y dificultosa (Vasicek y Renzi, 2014).

Para la zona de influencia de Bahia Blanca se recomienda una densidad de 200.000 a 500.000
plantas ha’, pero el coeficiente de logro suele ser inferior al 10% (Lauric et al, 2014), lo que
demandaria un aumento superior a 10 veces la dosis de siembra recomendada, de los 3 kg de
semilla pura viable (Petruzzi et al, 2003). Actualmente el costo de las semillas de mijo perenne en
el mercado local es de aproximadamente US 7,5 (Ing. Agr. Emiliano Verniere, comunicacion
personal), por lo cual la dosis de siembra para alcanzar una adecuada densidad de plantas a
campo, calculando un coeficiente de logro de al menos 10%, implicaria un costo aproximado de

US 225 hat.
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Si a las limitaciones que presenta la especie se suman condiciones adversas en el medio, como
la falta de agua, temperaturas extremas y/o salinidad, la obtencién de un buen stand de plantas

resulta aun mas dificil (Bazzigalupi et al, 2008; Orazi, 2014; Privitello et al, 2010).

1. 6. Efectos del acondicionamiento sobre la germinacién e implantacion

Los tratamientos pregerminativos o técnicas de acondicionamiento de semillas se han utilizado
en especies en las que se buscd mejorar la uniformidad en la germinacién. Son pretratamientos que
se recomiendan para aumentar el vigor, en particular la energia germinativa (Bradford, 1986; Ely y
Heydecker, 1981; Hardegree y Emmerich, 1992). El fundamento de la aplicacion de estas técnicas
consiste en que se podria mejorar la performance de semillas que presentan dificultad en su

germinacién debido a sus escasas reservas, pequefio tamafio y maduracion despareja.

Dichos tratamientos consisten en hidratar las semillas en forma controlada, sin permitir que
ocurra la germinacién. Luego las semillas son secadas al aire hasta alcanzar su peso y humedad

originales, y posteriormente se siembran.

Las técnicas empleadas para mejorr la germinacién han sido denominadas de diferentes formas
por distintos autores: priming, hardening, invigorizacién (invigoration). Priming es la forma mas
comun de nombrar a este pretratamiento, y si bien su traduccién es preparacion o cebado de
semillas, suele reemplazarse por acondicionamiento o preacondicionamiento. El vocablo inglés
hardening es sindnimo de endurecimiento y rusticacion, dado que en la semilla aumenta la

tolerancia a condiciones desfavorables (Basra et al, 2006; Blunk et al, 2019; Farooq et al, 2004).
Esta preparacion de las semillas mediante un tratamiento previo a la germinaciéon debe
realizarse de forma muy controlada, por lo cual puede aplicarse de distintas formas:

- mediante el establecimiento de distintas condiciones de la temperatura: al reducirla se
demora la absorcidn de agua a la semilla, con la consecuente reduccién en la velocidad de inicio

del proceso de germinacion;

- reduciendo el potencial agua del medio en el que se incuban las semillas, para lo cual se

pueden utilizar distintos solutos para bajar el potencial osmético o bien diferentes sustratos o
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coloides para generar potenciales matricos muy negativos. Asi, la reduccion en el potencial agua

del medio restringe el ingreso de agua a la semilla y demora el comienzo de la germinacién.

A fin de mejorar la performance de las semillas, se pueden combinar uno o mas ciclos de

acondicionamiento, iguales o diferentes.

Por lo tanto, la técnica de priming puede aplicarse bajo distintas condiciones y asi adquiere

adquiere diferentes denominaciones:

- Hidropriming: sélo se utiliza agua destilada para la imbibicién que se controla mediante
distintas temperaturas y/o diferentes tiempos de exposicion;

- Osmopriming: se aplica una solucién mediante la utilizacién de algun soluto que permita bajar
el potencial osmdtico del medio. Se emplean solutos como polietilenglicol 6000, manitol,
cloruro de calcio, sulfato de potasio, etc., en altas concentraciones.

- Matripriming: se realiza la prehidratacidén sobre papeles de filtro con distinta velocidad de

filtrado (rapido, medio y lento) o sustratos con diferente capacidad de liberacién de agua.

En la naturaleza las semillas a menudo se rehidratan, aunque esa absorcién de agua no alcance
para desencadenar la germinacion. Sin embargo, se ha observado que sucesivas y breves
imbibiciones, aunque no provoquen la germinacion, seguidas de secado de las semillas en el suelo,
pueden darles ventaja para germinar posteriormente. Por ello el priming reproduce en forma

artificial estos ciclos a los que las semillas estan sometidas en forma natural (Mc Donald, 2000).

Otros beneficios que puede causar el acondicionamiento es favorecer la sobremaduracion en
algunas semillas y acelerar la salida de dormicidn de las semillas (Bradford et al/, 1990; Heydecker
y Coolbear, 1977; Sanchez et al, 2001; Hu et al; 2014), que en el caso del mijo perenne suele tener

una duracién de cinco a siete meses (Cecovich y Ruiz, 2011).

Enrelacién a la tolerancia a condiciones desfavorables durante la germinaciony la implantacién
hay muchos trabajos que relacionan las ventajas que dichos pre-tratamientos otorgan frente a
estrés bidtico y abidtico (Basra et al, 2004; Bray et al, 1989; Chen y Arora, 2013; Giordano et al,
2013; Hardegree, 1994; Hardegree y Emmerich, 1992; Ibrahim, 2016; Papparella et al, 2015;
Pittaro et al, 2015; Qadir et al, 2011; Raj y Raj, 2019; Rehman et al, 2015).
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Es decir que el acondicionamiento de semillas ha sido extensamente investigado y aplicado
para mejorar la performance en especies horticolas, en cultivos extensivos, sin embargo se
dispone de menor cantidad de informacion acerca de los beneficios del priming en distintas

especies de forrajeras (Qadir et al, 2011).

1. 7. Problemas relacionados con la maduracidon y retencion de las semillas

La produccién de semillas es las especies megatérmicas es muy compleja ya que conservan
caracteres silvestres que dificultan la cosecha, como son el pequeiio tamafio seminal (Young y
Tischler, 1994), la maduracion no uniforme (Tomas et al, 2016), la falta de retencion (Burson et al,
1983; Petruzzi et, 2003) y la dormicién (Maina, 2012; Tischler y Young, 1983). Esto causa que el
momento de cosecha resulte dificil de determinary que la cantidad de semillas que se mantienen

en las panojas sea menor que el total de semillas producidas (Valdéz, 2020).

Como se menciond precedentemente, mijo perenne tiene una maduracion de las semillas que
no ocurre en forma uniforme (Maina, 2012; Moresco Lirusso et al, 2018, Petruzzi et al, 2003),
rasgo que puede adjudicarse al bajo grado de domesticacion de la especie (Bewley y Black, 2012;

Valdéz, 2020).

Otro de los rasgos silvestres que se ha buscado mejorar es la eliminacion de los mecanismos
de dehiscencia, lo que no permite mantener las semillas en las panojas, causando una importante
pérdida en la produccién de semillas. Ademas, en cuanto se aproxima el estadio de madurez la
semilla se cae, no es retenida, y eso ocasiona que no se alcance el maximo estado de madurez
asociado al maximo peso posible (Bursony Young, 1983; Cook et al, 2005; Maina, 2012; Moresco
Lirusso et al, 2018; Tomas et al, 2010; Young, 1981; 1986). Este tipo de maduracién denominada
asincrénica o diacrénica -porque ocurre a lo largo de un periodo- podria ser una de las causas de
la baja calidad de las semillas de mijo perenne y es un aspecto que se aborda en el Ultimo capitulo

del presente trabajo.
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1. 6. Hipétesis general

El acondicionamiento de semillas de Panicum coloratum disminuye significativamente los
efectos negativos de las caracteristicas que determinan la baja calidad de las semillas
mejorando sobre su germinacidn, vigor, dormicion, capacidad de implantacién, asi como la
tolerancia a sequia y salinidad. Durante el acondicionamiento la entrada de agua y de oxigeno
a temperaturas éptimas posibilita el comienzo de las diferentes vias fisioldgicas. La paralizacién,
luego de un corto lapso de estos procesos, a causa de esa segunda deshidratacién, implicaria
que los mecanismos de proteccién, si bien efectivos, resulten en una semilla diferente en

cuanto a su estado metabdlico.

1. 7. Objetivos
Objetivos generales

- Evaluar el efecto de diferentes técnicas de acondicionamiento en semillas de mijo perenne
gue aumenten el porcentaje de germinacién, el vigor y la tolerancia a condiciones de

deficiencia hidrica y salinidad durante la germinacion y la implantacién.

- Analizar los procesos de maduracién y retencién de semillas que definen la baja calidad y

performance de las semillas de mijo perenne.

Objetivos particulares

e Analizar la respuesta semillas de mijo perenne a tratamientos de acondicionamiento.

e Evaluar el crecimiento y desarrollo de plantulas de mijo perenne luego de aplicar tratamientos
de acondicionamiento a las semillas.

e Comparar la respuesta diferencial de semillas y plantulas de mijo perenne acondicionadas
ante condiciones de deficiencia de agua y salinidad durante la germinacién y la implantacion.

e Evaluar la maduracion y dehiscencia de las semillas en las panojas de mijo perenne.
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CAPITULO 2.

Efecto del acondicionamiento de semillas

sobre la germinacion del mijo perenne
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2. 1. Introduccidon

2. 1. 1. Acondicionamiento de semillas

La necesidad de obtener lotes de semillas de calidad para su uso agronémico es una prioridad y
una demanda de los actuales mercados que tienen cada vez estandares mas elevados. Ademas, una
emergencia rapida y uniforme a campo es la clave para un adecuado desarrollo de los cultivos, ya
que las demoras en el establecimiento de las plantas puede someterlas a condiciones adversas y

enfermedades (Papparella et al, 2015).

Los tratamientos pregerminativos o técnicas de acondicionamiento de semillas se han utilizado
desde hace mucho tiempo para mejorar la calidad de los lotes destinados a la siembra. Son
procedimientos que permiten lograr mayor uniformidad en la germinacién y se recomiedan
especialmente para aumentar el vigor, en particular la energia germinativa, por eso también se los
ha denominado técnicas de invigorizacién (Blunk et al, 2019; Bradford, 1986; Ely y Heydecker, 1981;
Farooq et al, 2004; Hardegree y Emmerich, 1992; Lutts et al, 2016).

Dichos tratamientos consisten en hidratar las semillas en forma controlada, sin permitir que
ocurra la germinacién. Posteriormente las semillas se secan y asi pueden ser sembradas o
conservadas (Yan, 2015). Lutts y sus colaboradores (2016) describen a esta metodologia como
“nuevos enfoques para una vieja técnica empirica” dado que el acondicionamiento de las semillas

se conoce desde la antigliedad (Blunk et al, 2019).

En general se aplica el vocablo inglés “priming” a las técnicas de prehidratacién controlada que
mejoran la calidad de las semillas (Papparella et al, 2015). La tasa o velocidad de germinacién
aumenta en las semillas acondicionadas mediante diferentes variantes del priming, el desarrollo de
la plantula es mas vigoroso y la tolerancia a estrés biético y abiético es mayor (Chomontowski et al,
2019; Gonzalez et al, 2005; Ibrahim, 2016; Montalvo et al, 2016; Sanchez et al, 2001; Singh et al,
2015)

Por la forma en que se aplica este procedimiento algunos autores también denominan en

espafiol al priming como “hidratacidn-deshidratacién” en forma controlada, independientemente
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del modo en que se realice el remojado de los propagulos (Gonzdlez et al; 2005; Sanchez et al,

2001).

Luego de la fecundacién comienza la embriogénesis, proceso por el cual se forman todas las
estructuras seminales, que comprende todos los pasos del desarrollo que permiten obtener una
semilla madura. En dicho proceso se reconocen tres fases, la Gltima de cuales es la deshidratacion.
Este fendmeno es necesario para que se complete el ciclo de vida en semillas ortodoxas y se
considera un mecanismo de adaptacién para asegurar la dispersidn y superviviencia de la especie

(Leopold, 1990).

La deshidratacion de los tejidos seminales constituye uno de los procesos mas severos que
puede soportar un ser vivo, si se piensa que el contenido de humedad en la mayoria de las semillas
baja hasta valores inferiores al 15%. Ello representa una pérdida de casi el 90% del contenido total
de agua en la semilla al comienzo de la etapa de desecaciéon (Adams y Rinne, 1980). Debe tenerse
en cuenta que por debajo del 20% de contenido hidrico relativo ningun tejido puede respirar, dado
que el agua esta fuertemente retenida a las moléculas orgdnicas y no esta disponible para los

procesos metabdlicos (Lynch y Clegg, 1986).

Durante la deshidratacidn las semillas pueden sufrir dafos, en especial a nivel de las membranas
celulares, a causa de la alteracién de la estructura molecular y por acumulacion de radicales libres.
Por otro lado, en las semillas secas, luego de perder semejante cantidad de agua, la imbibicién
posterior puede resultar dafiina, ya que una rdpida absorcion de agua durante el primer minuto de
rehidratacion puede causar alteraciones deletéreas en las membranas celulares y como
consecuencia de ello un descenso en la capacidad germinativa y en el vigor (Leprince et al, 1990;

1993).

De todos modos, la desecacién es un proceso natural en la mayoria de las semillas, mediado por
un sistema proteico que previene dafios severos de los distintos componentes celulares como
membranas, proteinas estructurales, enzimas, cromatina y citoplasma. Estos dafos se reducen y
controlan gracias a cooperacién tres mecanismos bioquimicos basicos (Lane, 1991; Leprince, 1993,

Sanchez et al, 2001, Santini y Martorell, 2013):
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1. acumulacién de hidratos de carbono no reductores,

2. eficiencia en la eliminacién de radicales libres que aparecen durante la desecacion,

3. aparicion de proteinas LEA (late embryogenesis abundant), caracterizadas por estar
intrinsecamente desordenadas y ser altamente hidrofilicas, cuya sintesis estd inducidas por el
aumento del acido abscisico (ABA), y desempefian un rol importante en la desecacién durante
la etapa final de la embriogénesis. Estas proteinas son las responsables de proteger las
membranas y proteinas de las alteraciones que causa la deshidratacion, y a parecen al final del

proceso de maduracion.

Ademas, en la naturaleza, las semillas que se encuentran en el suelo a menudo se hidratan y
deshidratan alternadamente (Lutts et al, 2016). Aunque esa absorcidon de agua no alcance para
desencadenar la germinacion, se ha observado que sucesivas y breves imbibiciones pueden mejorar
las condiciones de la semilla para germinar posteriormente. De esta forma, al rehidratarse
parcialmente los constituyentes celulares, las macromoléculas comenzardn a restaurarse, por lo
que la semilla se encontrara con sus estructuras parcialmente reorganizadas al momento de
comenzar la germinacién. A eso se debe que, con el ingreso de agua se reasuma la actividad
metabdlica con mayor velocidad y que sea mas eficiente y uniforme el establecimiento de la
plantula. Por tal motivo los mecanismos artificiales de acondicionamiento tratan de imitar lo que
ocurre en condiciones naturales con el fin de mejorar la calidad de las semillas (Gonzalez et al, 2005;
Hardegree y Van Vector, 2000; Sdnchez et al, 2001; Yan, 2015; Ibrahim, 2016; Blunk et al, 2017 ay
b, 2019; Chomontowski et al, 2019).

Se cree que el reacomodamiento que permiten esos ingresos minimos de agua sobre las
macromoléculas deshidratadas en la semilla “seca” favorece su recomposicidon al momento de la
imbibicién que precede al proceso germinativo (Qadir et al, 2011, Hardegree y Emmerich, 1992),
asi como también puede contribuir a la rdpida germinacion de las semillas mediante la reduccién
de la restriccién mecanica del endosperma en el desarrollo del embrion (Mayer y Poljakoff-Mayber,

1989).
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Antecedentes de aplicacidon de acondicionamiento de semillas

Al filésofo Teofrasto (372-287 a.C.) se lo considera el fundador de la Botanica a partir de la
publicién su primera obra Sistema Naturae. Fue discipulo en el Liceo de Atenas de Platén y luego
de Aristételes, con quien compartia su gran interés por la naturaleza. Posteriormente publicé: “De
historia plantarum” (Sobre la historia de las plantas) y “De causis plantarum” (Sobre las causas de
las plantas), en las que se recopilaba una importante cantidad de datos y una organizacion de
colecciones botdnicas. Entre sus aportes se destaca una referencia sobre la importancia de la
imbibicién en agua de semillas de pepino previamente a su germinacién para aumentar la
velocidad del proceso. Esta cita es considerada la piedra basal en la que se funda el concepto de

acondicionamiento de semillas (Everari, 1984).

Posteriormente, en la Roma de comienzos de la era cristiana, Gayo Plinio Segundo (23-79 d.
C.), conocido como Plinio el Viejo, también se dedicé al estudio de algunos fendmenos naturales
y de las plantas que recopild en su obra Naturalis historia, en la que referencia a fenémenos que
hoy encuadramos dentro de Fisiologia de semillas: En particular describié la importancia de la
prehidratacion de las semillas de pepino en agua y miel para que luego germinen adecuadamente

(Papparella et al, 2015).

Darwin en 1855 publicé sus experimentos sobre prehidratacién de semillas de berro y lechuga

en soluciones salinas para mejorar la germinacién (Darwin, 1855, a, b, cy d).

Ya en el sigo XX varios investigadores retomaron los conceptos darwinianos, tales como Kidd y
West (1918/19) que denominaron a dichos tratamientos como preimbibicion; luego Chippendale
(1943) trabajé sobre la importancia de los procesos que nombré como humedecimiento-
desecacion en gramineas y remarcd que los resultados no podian aplicarse a otras especies sin

experimentar diferentes formas de aplicar dicha metodologia (citados por Sanchez et al, 2001).

En 1943 Levitt y Hamm realizaron tratamientos de hidratacion parcial empleando distintas
diluciones salinas para acelerar la posmaduracién en Taraxacum o diente de ledn, una planta
ornamental, y postularon que con dicho procedimiento se activaban procesos metabdlicos que

permitian que las semillas terminaran su maduracion.
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Pasaron un par de décadas hasta que May et al (1962) retomaron un trabajo del investigador
ruso Henckel e informaron que, si se secaban las semillas con distinto grado de humedad luego

de ser remojadas, se aceleraba la germinacién.

El concepto moderno de priming lo establecieron Ells et al en 1963, que reportaron que la
aplicacion de soluciones nutritivas en el proceso de “pre-imbibicion” aumentaba la tasa de

germinacién en semillas de tomate (Parera y Cantliffe, 1994).

La era moderna del priming se considera que comenzé en la década del “70 con los trabajos
cldsicos de Heydecker et al (1973, 1975) que ademas informaron que esta técnica implicaba “la
puesta en marcha de un conjunto complejo de procesos fisioldgicos en la semilla”. Las formas de
aplicar el priming comenzaron a denominarse de acuerdo al objetivo que perseguian o de acuerdo

a la forma en que se aplicaban, tales como hidro, osmo, bio, o matripriming (Khan, 1977).

Hacia fines de los 70s y hasta el afio 2000, varios investigadores aportaron nueva evidencia
sobre los beneficios de estas técnicas, denomindndolas tratamientos pregerminativos, o
procedimientos de hidratacidn-deshidratacién, o métodos de invigorizacién, o de
robustecimiento, hardening, osmo-acondicionamiento, etc. Entre los trabajos publicados se
puede ver que aplicaban solamente agua, o bien mediante el empleo de soluciones minerales,
soluciones bioactivas, peletizaciones, radiaciones, etc. (Khan et al, 1979; 1991; Mc Donald, 2000;

Taylor et al, 1998; Welbaum et al, 1998).

Las posibles combinaciones para realizar los tratamientos pregerminativos son tantas que en
la actualidad contindan publicandose articulos y probandose distintos productos, siempre con el
fin de mejorar la calidad de las semillas, acelerar la germinacién e implantacién, aumentar el

rendimiento y la tolerancia a estreses biéticos y abiéticos (Raj y Raj, 2019).

La aplicacién en gran escala de esta metodologia es dificultosa, aunque se ha aplicado en
cereales, en malteria y varias especies horticolas por algunas compafiias comerciales que
patentaron tratamientos de priming de semillas como Easy Prime (Atlas), Advance, Emergis y
Xbeet (Germains Seed Techonology), Thermocure, Promoter e Improver (Incotec Europe BV)

(Papparella et al, 2015),
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2. 1. 2. Efecto del acondicionamiento de las semillas sobre la germinacion

En semillas ortodoxas, es decir que toleran la desecacién y conservacién ex situ (Dona et al,
2013), la germinacion es un proceso que suele dividirse en tres fases bien diferenciadas (Figura 1)

(Lutts et al, 2016):

1. Imbibicidén o ingreso de agua: al comienzo es un fendmeno puramente fisico que ocurre por
difusién, por lo que no tiene una estrecha relacion con la temperatura. La gran diferencia de
potencial agua () entre el medio y la semilla (muy bajo) crea un gradiente de potencial matrico
que representa una gran fuerza de atraccién hidrica por parte de los coloides seminales. El agua
ingresa por el micrépilo y/o la cubierta seminal, y luego se mueve principalmente por via

apopldstica por los tejidos embrionales.

2. Sintesis y activacion de sistemas enzimdticos: también denominada fase lag o de retardo. La
hidratacidon de los tejidos seminales desencadena la reactivacion de los sistemas enzimaticos
presentes asi como la sintesis de nuevas enzimas necesarias para llevar a cabo los procesos
metabdlicos, como la respiracién. También comienzan los procesos de reparacion de las estructuras
celulares. Al finalizar esta fase comienza un importante aumento de volumen de la semilla que abre

el suelo para permitir la emergencia.

3. Inicio de la fase de crecimiento: asociado a la elongacion celular que permite la protusion de
la radicula y de la plumula, a causa del aumento del volumen y la turgencia celulares, provocados
por una segunda entrada de agua. Algunos autores separan esta fase en otras dos, primero la

aparicion de la radicula y posteriormente de la plimula.

Las fases 1y 3 conllevan un importante aumento en el contenido hidrico, mientras que durante
la fase 2 la hidrataciéon no se modifica, como puede verse en la Figura 3 (Lutts et al, 2016). Las
semillas acondicionadas pueden conservarse durante mucho tiempo luego de la deshidratacion,
manteniendo su capacidad de germinar siempre que el proceso de hidratacidn se frene antes de la
finalizacidn de la fase 2. En otras palabras, ya que la semilla germinante puede tolerar una severa
desecacion hasta dicho punto de avance del proceso (Leprince et al, 1993), ya que posteriormente
pierde la capacidad de desecarse y germinar nuevamente. La comprension de esta condicién
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seminal fue clave en la aplicacidon de los tratamientos de acondicionamiento (Papparella et al,

2015).

Figura 3. Curva de hidratacion y fases de la germinacién en semillas con y sin priming. Tomado de Lutts et al,
2016.
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Las ventajas que otorgan los tratamientos pregerminativos frente a condiciones de estrés
durante la germinacion e implantacién han sido extensamente estudiadas (Bradford, 2002; Bray et
al, 1989; Farooq et al, 2004; Giordano et al, 2013; Harris, 1992; Heydecker et al, 1973, 1975;
Heydecker y Coolbear, 1977; Papparella et al, 2015; Qadir et al, 2011; Sanchez et al, 2001; Toselli y
Casenave, 2010). El principal objetivo fue acelerar y homogeneizar el proceso de germinacion para

lograr un cultivo bien establecido que permitiera conseguir rendimientos aceptables (Achakzai,

2011).

Al aumentar el vigor por medio de la reconstitucién de las membranas, del aumento de la fluidez
del citoplasma, la disminucién de radicales libres y compuestos con efecto competitivo en las rutas
metabdlicas, el acondicionamiento resulta un método sencillo y econdmico para mejorar la
performance seminal (Chomontowski et al, 2019; Papparella et al, 2015; Sanchez et al, 2001; Toselli
y Casenave, 2010;). Tampoco se desacarta que los efectos favorables del priming se alcancen

durante la fase de secado, ya que las enzimas permanecen “activas” los primeros dias de inicio del

secado (Dell’Aquila y Tritto, 1990).
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Otro aspecto favorable del acondicionamiento radica en que las plantulas originadas de semillas
tratadas tienen mayor tolerancia a condiciones adversas del medio. Asi por ejemplo durante las
etapas iniciales y sensibles del desarrollo, como son la germinacién y el establecimiento de la
plantula (Ibrahim, 2016), se reduce el efecto del déficit de agua y de la salinidad (Papparela et al,
2019). El estrés hidrico causa un descenso en el potencial agua del medio lo que limita su absorcidn
por parte de la semilla o la plantula en desarrollo (Fazlali et al, 2013; Gonzalez et al, 2005; Hubbard
et al, 2012) y la salinidad ademas demora o inhibe la germinacién debido a que los iones salinos

interfieren con procesos metabdlicos (lbrahim, 2016).

Lutts y sus colaboradores (2016) describieron en detalle el conjunto de fendémenos asociados a
los beneficios causados por el priming o acondicionamiento de semillas, y mencionan que estos

tratamientos involucran (Figura 3):

- la movilizacion de reservas, al disparar el proceso de germinacion hasta la seqgunda fase, con

oxidacion de hidratos de carbono, aumento de a-amilasa, invertasas, etc;

- la mejora en el estado oxidativo, por accidn del ciclo gutatidon-ascorbato, y por regulacion de la
actividad de enzimas como catalasa, peroxidasa, glutation peroxidasa y otras proteinas

antioxidantes.

- la reorganizacion de la ultraestructura celular, por el reacomodamiento de la estructura terciaria

y cuaternaria de las biomoléculas que se encontraban fuertemente deshidratadas;

- el incremento y mejora en el estado hidrico de la semilla, ya que luego del proceso de hidratacion-
deshidratacion el contenido de humedad no baja hasta el valor original, sino que paulatinamente

lo incrementa.

- la regulaciéon del ciclo celular, que se activa al reasumir los mecanismos fisioldgicos que se

encontraban totalmente deprimidos en la semilla deshidratada.

Estos beneficios favorecen el aumento y la sincronizacién de la germinacion, el aumento en la
tolerancia y resistencia a factores bidticos y abidticos y una mayor eficiencia en la nutricién mineral

en etapas tempranas. Estos procesos se controlarian a través de cambios en el perfil hormonal (por
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incremento de la relacion giberelinas/ABA ya que aumenta la concentracion de giberelinas
enddgenas); se activa la expresién génica con lo cual se incrementa la sintesis de proteinas

transportadoras (necesarias en la respiracion y otras rutas metabdlicas), de enzimas y de hormonas.

Papparela et al (2015) también recopilaron informacidn publicada por otros cientificos que citan
que la rehidratacion seminal favorece la sintesis de dcidos nucleicos y proteinas, la produccion de

ATP, la acumulacién de lipidos (esteroles y fosfolipidos) la activacion y reparacion del ADN.

El estado actual del conocimiento ha recurrido a herramientas “émicas”, ya que los beneficios
de preacondicionar semillas se explican a nivel de transcriptémica, proteémica y metaboldmica,
entendiendo que se optimiza la expresion génica (Galland et al, 2014). La reparacién que conlleva
la prehidratacién, ya mencionada en parrafos previos, es a nivel de muchos contituyentes celulares,
pero el efecto sobre la estructura del ADN parece ser el centro neuralgico del aumento del vigor de

la semilla (Khan et al, 2017; Macovei y Tuteja, 2013; Marcovei et al, 2014).

Debido a todos los beneficios de preacondicionar las semillas, las técnicas pregerminativas se
han aplicado en una gran variedad cultivos como algoddén, maiz, trigo, cebada, arroz, soja, en
muchas especies horticolas, frutales, arbdreas y ornamentales, sin embargo es poco lo que se ha
investigado sobre los beneficios de estos tratamientos en semillas de forrajeras (Qadir et al, 2011,

Zhou y Jahufer, 2013).

Técnicas de aplicacién de acondicionamientos o variantes del priming

Como se menciond precedentemente existe una inmensa cantidad de combinaciones posibles
para aplicar el acondicionamiento de las semillas. Dado que se ha generalizado el empleo de la
palabra priming para referirse a la mayoria de estos procedimientos, existen variantes de este

término para indicar la forma de aplicacién de esta metodologia pregerminativa.

La rehidratacion de las semillas es conveniente realizarla en forma controlada porque, como ya
se expuso, un ingreso brusco de agua no favorece la reorganizacion celular y reduce el vigor

seminal. Para evitarlo, las rehidrataciones se realizan de distintas formas (Sanchez et al, 2001):
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- mediante el control de la temperatura, bajandola de manera de demorar la entrada de agua a
la semilla y reducir la velocidad de inicio del proceso de germinacion;

- disminuyendo el potencial agua del medio en el que se incuban las semillas, para lo cual se
pueden utilizar distintos solutos para bajar el potencial osmético o bien diferentes sustratos para
generar potenciales matricos muy negativos. También asi, la reduccién en el potencial agua del

medio, controla el ingreso de agua a la semilla y demora el comienzo de la germinacion.

Por lo tanto, el priming, puede aplicarse de distintas maneras, con lo cual adquiere diferentes

denominaciones (Sanchez et al, 2001):

- Hidropriming: si sélo se utiliza agua destilada para la imbibiciéon, y se controla la rehidrataciéon
de las semillas combinando distintas temperaturas, tiempos de exposicién, grado de hidratacién

gue se quiere alcanzar, aireacion o no del medio, etc, es la técnica mas antigua y econdmica;

- Osmopriming: si se aplica una solucidn mediante la utilizacidn de algun soluto que permita bajar
el potencial osmético del medio. Se emplean sustancias como polietilenglicol (PEG), de distintos
pesos moleculares (de 2.000 a 8.000 Dalton), manitol, sacarosa o sales como cloruro de sodio o
calcio, sulfato de potasio o de magnesio, fosfato de potasio, nitratos de amonio y de calcio, etc.,
en distintas concentraciones. Las sales de iones di y trivalentes, que aumentan el pH del medio,
han sido mas eficientes para incrementar el poder germinativo ya que producen una mayor
actividad metabdlica de las semillas. Cuando se usan sales también se ha denominado a este

tratamiento como halopriming;

- Matripriming: se realiza la prehidratacidén sobre diferentes sustratos que permitan regular la
provision de agua a la semilla, como papeles de filtro de distinta porosidad, particulas sélidas
como vermiculita, Micro Cel E (silicato de calcio sintético), o telas y fibras textiles (sisal, yute,
algodon). La relaciéon entre el soporte sdélido, la cantidad de agua y el tamafio de las semillas
debe ser determinado empiricamente. El acondicionamiento matrico ha resultado de gran
efectividad en varias especies en relacion al hidro u osmopriming probablemente porque facilita

la oxigenacion de las semillas.

Incluso algunos autores han realizado experiencias con mas de un ciclo de hidrataciéon vy

deshidratacion con el objeto de lograr que todas las semillas alcancen un porcentaje de humedad
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interna similar y asi homogeneizar el poder germinativo del lote (Henckel et al, 1982 -citado por

Sanchez et al, 2001-, Orta et al, 1998).

Las combinaciones entre el estado hidrico del medio, la atemperaturay el tiempo de aplicacién
del acondicionamiento han demostrado ser los aspectos mas deteminantes de esta metodologia.
Por ello Gummerson (1986) y posteriormente Bradford (1986, 1990) propusieron el Modelo de

III

“tiempo de acondicionamiento hidrotermal” (thermal priming time model) que pemirtid
relacionar la tasa de germinacién con el potencial hidrico del medio. Pero mas tarde Mc Donald
(2000) demostro que el modelo no es suficiente para predecir el acondicionamiento de la mayoria
de las especies ensayadas, debido a la complejidad de los procesos metabdlicos involucrados en
la etapa de reparacion y a las condiciones en las cuales se aplican los tratamientos

pregerminativos.

En conclusidn, el priming es una técnica sencilla pero efectiva, conocida hace mucho tiempo,
que mejora tanto el porcentaje como la velocidad de germinacidn, con lo cual se puede obtener
un cultivo mas uniforme y de mayor rinde, capaz de soportar condiciones desfavorables durante
su desarrollo. Todo esto se logra gracias a la activacion metabdlica que confieren los tratamientos
pregerminativos. Sin embargo, las diferencias en los protocolos aplicados han tenido distinta
eficacia, ya que su resultado depende de una serie de condiciones multicausales, entre ellas
mayormente el genotipo, las condiciones del medio en que aplica el tratamiento, la duracién, etc.
La adecuacion a cada especie de la forma de aplicar el priming, en especial el frenado del proceso
seguido de un secado rapido es clave para aumentar el vigor y permitir que las semillas puedan

conservarse (Dutta, 2018).
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2. 2. Hipotesis

Las semillas de Panicum coloratum acondicionadas mediante la técnica de prehidratacién
controlada o priming tienen una performance superior durante la germinacidon que aquellas no

tratadas.

2. 3. Objetivo

Determinar el o los tratamientos de acondicionamiento mas efectivos para mejorar la germinacion

de semillas de Panicum coloratum.
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2. 4. Materiales y Métodos

Se emplearon semillas de Panicum coloratum cv coloratum var. Verde, provistas por la semillera
Agroempresa S.A. (Cérdoba), cosechadas en 2014, sin peletear (Figura 1). En el lote se determiné

la pureza (94,9 %), el peso de mil semillas (P1000: 0,6608 g) y el poder germinativo inicial (20,55%).

Los ensayos fueron realizados durante los afios 2015 y 2016 en el Departamento de Agronomia
de la Universidad Nacional del Sur, con el equipamiento y facilidades disponibles en el Laboratorio

de Fisiologia Vegetal.

Los tratamientos de priming se llevaron a cabo en una cdmara de germinacion con control de luz
y temperatura. Las condiciones de germinacion se fijaron seglin lo establecido en las Reglas

Internacionales de Ensayos de Semillas (ISTA, 2016).

Figura 4. Muestras de semillas utilizadas en los ensayos (Agroempresa S.A.).

Tratamientos de acondicionamiento o priming

Si bien la bibliografia es muy amplia sobre los beneficios del priming y sobre las formas de
aplicarlo se dispone de escasa informacion sobre sus efectos en pasturas perennes. Por ello,
previamente a la realizacién de este trabajo se pusieron a punto las técnicas de aplicacién de
priming, durante los afios 2013 y 2014, para determinar el o los tratamientos mds convenientes

para las semillas de mijo perenne. La o las combinacién/es mas adecuada/s se obtuvieron de
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forma empirica asociando tiempos de hidratacion, temperaturas y formas de aplicarlas (continuas
o alternas), medios, solutos, sustratos, etc. Como las posibles combinaciones son inmensas se
seleccionaron los tratamientos con los que se obtuvieron mejores resultados y que
operativamente fueran mas sencillos de aplicar, dado que ambas caracteristicas podrian resultar
interesantes para su empleo en grandes volumenes de semillas o a nivel industrial (datos no

presentados).

Luego de la evaluacién de distintas variantes se seleccionaron las temperaturas de 25 y de 30
°C, continuas, combinadas con tiempos de 12 h'y 24 h, con luz, por resultar los mas eficientes, que
luego fueron combinadas con diferentes condiciones del medio de acondicionamiento. Ademas,
la seleccidn de la temperatura se realizd en base a lo recomendado por otros investigadores en
relacién a que el priming debe aplicarse a la temperatura éptima de germinacién de la especie,
gue para el caso del mijo perenne es de 25 a 30 °C (Hardegree y Emmerich, 1992; Heydecker,

1977).

Se tomaron muestras de 1 g de semillas por tratamiento a las que se les aplicaron las distintas
formas de priming. Las variantes resultaron de prehidratar las semillas en agua, en presencia de
distintos solutos o mediante el empleo de soporte de distinta porosidad (papel de filtro). Se
trabajo en cajas de plexiglas transparente, tipo Petri, de cada tratamiento e hicieron 4

repeticiones.

Los tratamientos de acondicionamiento aplicados fueron:

» Hidropriming (HP): Se prehidrataron las semillas con agua destilada, sin soporte papel.
Se aplicaron dos tiempos de pretratamiento: 12y 24 h
Las temperaturas aplicadas fueron: 25y 30 °C

Es decir que combinaciones de tiempo y temperatura dieron 4 tratamientos.

» Osmopriming (OP): Se realizaron dos variantes del pretratamiento de priming osmoético, bajo

las mismas condiciones de tiemp y temperatura aplicadas para hidropriming:

- Con polietilenglicol 6000 (PEG 6000) Se hidrataron las semillas en soluciones con distintos

potenciales osmoéticos (m): -0.50, -1.00 y -1.50 MPa. Dichos valores se ajustaron con un
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osmoémetro Wescor modelo Vapro 5520. Se prepararon de acuerdo a la técnica propuesta

por Michel y Kaufmann (1973).

- Con cloruro de calcio (CaCly), utilizando soluciones al 2%.

Las combinaciones de solutos, potenciales osméticos, tiempos y temperaturas de exposicion

para el tratamiento de osmopriming determinaron 16 tratamientos (Tabla 3).

Tabla 3: Detalle de los tratamientos de osmopriming aplicados.

Temperatura (°C
P (C) 25 30

Tiempo (h)
OP -0,50 OP -0,50
OP -1,00 OP -1,00

12
OP -1,50 OP -1,50
OP CaCl, OP CaCl,
OP -0,50 OP -0,50
OP -1,00 OP -1,00

24
OP -1,50 OP -1,50
OP CaCl, OP CaCl,

» Matripriming (MP): La hidratacion se realizé mediante el empleo de papeles de filtro de distinta
porosidad o velocidad de filtrado. A fin de generar distinta disponibilidad de agua a las semillas se
emplearon papeles diferentes tipos: papel de filtrado rdpido, Whatman N° 41 (que constituyd el
tratamiento matripriming rdpido, MP rapido), papel de filtrado medio, Whatman N° 40 (tratamiento
denominado matripriming medio, MP medio) y papel de filtrado lento, Whatman N° 44 (matripriming
lento, MP lento). Los papeles colocaron en cajas de plexigds tipo Petri, se saturaron con 10 ml de

agua destilada, se escurrié es excedente, y luego se colocaron las semillas.
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Al igual que en los pretratamientos descriptos anteriormente, las variantes de matripriming se

aplicaron durante 12 0 24 h, a 25 0 30°C, conformaron los 12 tratamientos (Tabla 4).

Tabla 4: Detalle de los tratamientos de matripriming aplicados.

Temperatura (°C) 25 30
Tiempo (hs)
MP rapido MP rapido
12 MP medio MP medio
MP lento MP lento
MP rapido MP rapido
24 MP medio MP medio
MP lento MP lento

» Control: Todos los tratamientos se contrastaron con un testigo, representado por semillas sin
acondicionamiento previo.

Luego de aplicar los acondicionamientos descriptos precedentemente, las semillas fueron

secadas al aire sobre hojas de papel del filtro tamafio A4, durante una semana.

Los ensayos descriptos precedentemente se realizaron en el afio 2015, mientras que los que
figuran a continuaciéon (Tabla 5) se llevaron a cabo durante el segundo afio de trabajo (2016). La
diferencia fue que ademas de probar un unico ciclo de priming se aplicé un segundo ciclo. Este
procedimiento se realizé sobre las mismas semillas utilizadas en 2015 (cosecha 2014). Entonces,
ademas de los tratamientos anteriormente (Tablas 3 y 4), se aplicaron los tratamientos que
detallados en la Tabla 5, en los que los dobles priming se identifican anteponiendo el nimero 2 a

la denominacion del tratamiento.
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Tabla 5: Detalle de los tratamientos con uno y dos ciclos de priming aplicados en 2016.

Temperatura (°C)

25 30
Tiempo (hs)
HP HP
2HP 2HP
MP rapido MP rapido
2MP rapido 2MP répido
MP medio MP medio
2 MP medio 2 MP medio
MP lento MP lento
2MP lento 2MP lento
12 OP -0,50 OP -0,50
20P -0,50 20P -0,50
OP -1,00 OP -1,00
20P-1,00 20P -1,00
OP -1,50 OP -1,50
20P-1,50 20P -1,50
OP CaCl, OP CaCl,
20P CaCl, 20P CaCl,
HP HP
2HP 2HP
MP rdpido MP rapido
2MP rapido 2MP répido
MP medio MP medio
2 MP medio 2 MP medio
MP lento MP lento
" 2MP lento 2MP lento
OP -0,50 OP -0,50
20P -0,50 20P -0,50
OP -1,00 OP -1,00
20P -1,00 20P -1,00
OP-1,50 OP -1,50
20P-1,50 20P -1,50
OP CaCl, OP CaCl,
20P CaCl, 20P CaCl,
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Las semillas se secaron a temperatura ambiente durante 1 semana entre el primero y el
segundo ciclo de acondicionamiento, y luego del segundo secado (también de 1 semana) se
hicieron germinar. El procedimiento realizado en todos los tratamientos fue igual al descripto para

el afio 2015.

Ensayos de germinacion:

Posteriormente a la aplicacion de los tratamientos de acondicionamiento, las semillas no
acondicionadas (Control) y las tratadas fueron puestas a germinar en cajas de pexiglas, en cdmara
de germinacion, programada con 12 h de luza 30 °Cy 12 h de oscuridad a 20 °C (ISTA, 2016). Las
cajas se rotaban en la fecha de cada conteo dentro de la cdmara de germinacion, para evitar el

efecto del contacto con las paredes y homogeneizar la llegada de luz.

Para cada tratamiento se efectuaron 4 repeticiones con 100 semillas por caja. Se realizaron
conteos de germinacidn con una frecuencia aproximada de 1 6 2 dias, estableciéndose el ultimo
conteo luego de 24 dias después de la siembra (DDS). Los datos se expresaron en porcentaje como

poder germinativo (PG) al final de cada ensayo.

Figura 5. Cajas preparadas para aplicar los Figura 6. CAmara de germinacidn con ensayos

diferentes tratamientos de matripriming de priming. Laboratorio de Fisiologia Vegetal.
Depto. de Agronomia - UNS.

(cajas con papel de filtro).
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Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizé mediante el programa INFOSTAT (Di Rienzo et al, 2015)
utilizando el test de ANOVA y pruebas de comparacion de medias con el test de LSD Fisher al
5% y a 1% de significancia. Los datos fueron analizados tanto sin modificar como modificados
mediante la raiz cuadrado del arco seno de aquellos que se expresaban en porcentaje, como
los de germinacion. Sin embargo, se presetan los datos puros, sin modificar, dado que no se
encontraron diferencias en los resltados obtenidos en el ANOVA ni en el analisis de
comparacion de medias. Por otro lado, en la bibliografia consultada tampoco se modificaron
los porcentajes de poder germinativo, se expresaron como datos puros y se analizaron
mediante ANOVA y se contrastaron con tests de comparacién de medias tales como Tuckey,
SNK o LSD (Basra et al, 2006; Bradford, 1990; Bush et al, 2000; Casenave y Toselli, 2007; Farooq
et al, 2006; Giordano et al, 2013; Gonzalez et al, 2005; Nouman et al, 2014), tal como se hizo

en este trabajo.
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2. 5. Resultados y Discusion

Previamente a la realizacion de los tratamientos pre-germinativos se evalué el poder
germinativo (PG) del lote de semillas no peleteadas, para el que se obtuvo un valor inicial de
19%. Cabe mencionar que dicho PG fue bajo sin embargo el INASE permite comercializar esta

especie con valores no inferiores al 15%.

El PG obtenido se corresponde con lo informado en otros trabajos (Bush et al, 2000; Qadir
et al, 2011) y se debe al poco mejoramiento que han tenido las forrajeras perennes hasta el
momento cuyos procesos de maduracion en las estructuras reproductivas reduce la calidad
de las semillas (Giordano et al, 2013, Tomds, 2020). Adema3s, el bajo poder germinativo podria
deberse al estado de dormicion de las semillas, cosechadas en 2014. Esta condicion ha sido
informada por investigadores que han trabajado con mijo perenne y otras especies del género
Panicum (Armando et al, 2019; Duclos et al, 2013; Petruzzi et al, 2003; Tischler y Young, 1987;
Zhou et al, 1980).

En el primer afio de trabajo (2015) la aplicacién de los tratamientos de priming evidencid
un incremento muy significativo respecto del PG del Control. La germinacidn se incrementé
en forma muy significativa, logrando valores absolutos de PG que oscilaron entre 40 y 69% de

para las distintas variantes de priming (Figuras 7 a 10 y Tabla 1, Anexo).

Todos los tratamientos ensayados superaron ampliamente al Control,
independientemente de las combinaciones aplicadas, sin embargo, ninguno de los

tratamientos fue igualmente efectivo para los temperaturas o tiempos seleccionados.

A continuacidn, se presentan los resultados de la aplicacién de los distintos tratamientos

de priming para las distintas combinaciones de tiempo y temperatura.

2. 5. 1. Efecto del acondicionamiento sobre la germinacion

El acondicionamiento durante 12 h a 25 °C (Figura 7) fue muy efectivo, ya que todos los
tratamientos superaron el 52 % de PG, con lo cual la capacidad germinativa se aumenté en

mas de 30 puntos porcentuales. El tratamiento que mayor incremento produjo fue el MP
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rapido (PG 68,99%), que representd un incremento de 3,8 veces el PG del Control. Por su
parte, el acondicionamiento con HP también superd el 67% de PG, con lo cual se observé que
la hidratacién en agua o con un soporte papel de baja retencién (similar al efecto del HP), para
dicha combinacién tiempo-temperatura, fue muy adecuada. El acondicionamiento con
soluciones (osmopriming) arrojé muy buenos valores del PG pero inferiores a los mencionados
precedentemente. La aplicacion de CaCl, fue mas efectiva que el empleo de PEG a distintos

potenciales hidricos (Figura 7).

Figura 7. Porcentaje de germinacion de semillas de mijo perenne para distintos métodos de priming para
la combinacidn de 12 horas de duraciény 25 °C.
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Cuando los tratamientos de priming se aplicaron durante 12 h pero a 30 °C los porcentajes
de germinacion obtenidos tuvieron diferencias altamente significativas cuando se
compararon con el Control, ya que permitieron alcanzar germinaciones del orden de 43,5 a

61%, siendo el MP rapido el de mayor PG (Figura 8).
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Figura 8. Porcentaje de germinacion de semillas de mijo perenne para distintos métodos de priming para
la combinacidn de 12 horas de duracién y 30 °C.
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Tratamientos

El matripriming en sus tres variantes fue mas efectivo para esta combinacién tiempo-
temperatura. Por su parte el tratamiento de HP mostrd una tendencia menos efectiva pero

no significativa respecto de la que tuvo a 25°C.

En general, para la mayor temperatura ensayada se observé una tendencia a generar un
menor incremento en el PG respecto del que produjo cada tipo de priming aplicado a menor
temperatura. Es decir que la exposicidon a la temperatura de 30 °C no resultaria tan
beneficiosa, y las diferencias en el PG fueron entre 1 y 11,5% mas bajas que para los

acondicionamientos aplicados durante 12 h a 25 °C.

Cuando los distintos acondicionamientos se realizaron durante un periodo de 24 h, los
resultados no fueron significativamente diferentes a los anteriores, salvo para MP rapido que
disminuyd en forma significativa con respecto al tratamiento de 12 h. Los tratamientos con

MP medio y OP CaCl, fueron los que permitieron conseguir altos valores de PG (Figura 9).
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Figura 9. Porcentaje de germinacion de semillas de mijo perenne para distintos métodos de priming para
la combinacidén de 24 horas de duracién y 252C.
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Tratamientos

Tratar las semillas durante un periodo de 24 h a la mayor temperatura, es decir a 30 °C, resultd
la combinacién menos efectiva de todas las probadas en este trabajo (Figura 10). Aun asi, con
MP medio y MP lento se obtuvieron valores de germinacion similares a los obtenidos en otros
tratamientos, al igual que osmopriming con menor potencial osmético (OP -1,5 MPa). Es decir
que, al tener mayor retencién de agua y ser aplicados durante un periodo mas prolongado y
a mayor temperatura, tuvieron mas efectividad para aumentar el PG de las semillas, poco

mayor al 50% para estos tres tratamientos.
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Figura 10. Porcentaje de germinacién de semillas de mijo perenne para distintos métodos de priming para
la combinacidn de 24 horas de duracién y 30 °C.
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En las figuras anteriores puede verse la similitud en la respuesta germinativa que produjo
el acondicionamiento con algunas de las variantes probadas de matripriming con algunos de
los tratamientos de osmopriming. Hardegree y Emmerich (1992) postularon que el
tratamiento con soluciones osmoéticas de PEG (de peso molecular mayor de 4000 Dalton)
actuaria de modo equivalente al acondicionamiento sobre una matriz del mismo potencial.
Por ello, se puede suponer que si bajo una condicion tiempo-temperatura la respuesta del OP
con PEG y del MP son similares, el potencial matrico en ese caso seria similar al potencial

osmético de la solucién aplicada.

En general se observé un mayor efecto del priming sobre el PG cuando se aplicé a menor
tiempo (12 h) y menor temperatura (25 °C), que fueron aproximadamente 3 veces superiores
al testigo. Los resultados de PG mas bajos obtenidos con semillas acondicionadas, que
igualmente fueron de 2 a 2,5 veces superiores al de las semillas sin tratar, se obtuvieron al

aplicar mayor tiempo y mayor temperatura, es decir periodos de 24 h a 30 °C.
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El tratamiento de hidropriming incrementd el PG muy significativamente, con valores
minimos de 40,26% (24 h a 30 °C) y maximos de 63,15% (12 h a 25 °C), este ultimo representd

un aumento absoluto de 42,6% respecto del testigo.

El acondicionamiento con matripriming se posiciond como el tratamiento mas efectivo en
general y en especial cuando se aplicé durante 12 h, ya que permitié obtener valores de PG
que alcanzaron casi 69%, independientemente de la velocidad de filtrado del papel, de los
tiempos de exposicion y temperaturas de prehidratacién. EI mayor PG se obtuvo con el
matripriming rapido (MP rapido) durante 12 h a 25 °C, lo que representd un incremento de
3,35 veces el PG del Control. Es decir que la mayor disponibilidad de agua que permitié el
papel de filtrado de mayor velocidad (mayor disponibilidad de agua) combinado con la menor
temperatura durante el lapso mas breve de acondicionamiento fue la condicién mas adecuada
para rehidratar las semillas. El tratamiento de matripriming medio (MP medio) funciond mejor
si se aplicaba menor temperatura pero mayor tiempo y, contrariamente el matripriming lento
(MP lento), que ofrece una menor disponibilidad de agua, necesité mayor temperatura y

menor tiempo para arrojar un PG superior a 60%.

Con osmopriming se obtuvieron valores de PG que en la mayoria de los casos superaron en
30 puntos porcentuales al poder germinativo del testigo. Los PG fueron similares o superiores
a los conseguidos con hidropriming, pero menores respecto del matripriming si se aplicaba
durante 12 h. El osmoacondicionamiento mostré mejor resultado cuando se realizé bajo la
combinacién de 24 h y 25 °C, tanto con PEG 6000 como con CaCl;. Para dicha condicién los

PGs obtenidos fueron similares o superiores al priming métrico.

El tratamiento de osmopriming con CaCl; al 2% arrojé mejores resultados que con PEG
6000, y claramente la menor temperatura (25 °C) permitié incrementar mucho el PG de las
semillas, tanto durante 12 como durante 24 h. Se han publicado resultados similares en los
que las soluciones de CaCl, han sido beneficiosas para aumentar la germinacién y el

establecimiento de las plantulas (Rehman et al, 2015).

Para diferentes especies se ha reportado el beneficio del osmoacondicionamiento con

CaCly, asi por ejemplo se ha ensayado en maiz (Kulkarni y Eshanna, 1988), en mani (Sashidhar
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et al, 1977), en trigo (Bhati y Rathore, 1988), en sorgo (Kadiri y Hussaini, 1999), en col (Yan,
2015), asi como en pasturas (Qadir et al, 2011; Raj y Raj, 2019).

El osmopriming con PEG 6000 incrementé el PG salvo cuando se aplicd a mayor tiempo y a
mayor temperatura. Para las distintas combinaciones de tiempo - temperatura - potenciales

osmoticos los porcentajes de germinacion oscilaron entre 40 y 60%.

Las soluciones de PEG 6000 no mostraron un patréon consistente sobre la germinacion, y no
permitieron alcanzar los maximos incrementos de PG que se obtuvieron con otros métodos
de acondicionamiento. Esto puede deberse a la actividad del soluto de alto peso molecular
cuando se utiliza a alta temperatura (Michel y Kaufman, 1973) y a la elevada viscosidad del

medio puede dificultar la difusidn de oxigeno a las pequenas semillas de Panicum.

Algunos de estos resultados concuerdan con publicaciones que citan que el
acondicionamiento matrico o matripriming parece tener un efecto mas positivo sobre la
germinacién de distintas especies, en comparacion con el beneficio del hidropriming o del
osmopriming (Bradford, 1986; Parera y Cantliffe, 1994; Raj y Raj, 2019; Sanchez et al, 2011).
Sin embargo, también se ha mencionado que las condiciones éptimas deben determinarse
empiricamente ya que la duracidn del acondicionamiento y la relacidn entre la semilla y el

soporte sélido es diferente en cada especie (Sanchez et al, 2001).

Con estos resultados se observé que la aplicacién de los tratamientos durante 12 h a 25 °C
tuvo un mayor efecto para aumentar el PG, comparado con las combinaciones aplicadas
durante 24 h o a 30 °C. Por otro lado, asi como algunos trabajos se han llevado a cabo con
gran control de temperatura, en bafios termostatizados, otros investigadores testearon el
acondicionamiento realizandolo a “temperatura ambiente”, sin un control tan estricto de las
condiciones térmicas del tratamiento. Esto tuvo como finalidad simular lo que podria ocurrir
en forma natural con las semillas, aunque aumentos de temperatura podrian causar dafio a
nivel de las membranas celulares, provocar una hidratacién despareja y reducir asi la

capacidad germinativa (Suzuki y Khan, 2001).

Luego de analizar los gréficos anteriores (Figuras 7 a 10) se puede inferir en general que la
combinacidon de menor tiempo (12 h) junto con la menor temperatura ensayada (25 °C) fueron
buenas condiciones de acondicionamiento para aumentar en forma mas homogénea el poder
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germinativo de las semillas de mijo perenne (Figura7). Ademas, se advirtié la ventaja de
realizar el acondicionamiento con papeles de filtro rapidos (MP rdpido), que ofrecen una de
alta disponibilidad de agua, o directamente en agua destilada (hidropriming), que resultan

métodos sencillos y que demostraron tener alta eficiencia bajo a combinacién de 12 h - 25 °C.

Estos datos resultan consistentes con lo informado en diversas publicaciones respecto a
que periodos cortos de aplicacion de tratamientos pre-germinativos, tales como 4, 8 y 10 h,
fueron mas efectivos que lapsos prolongados para diversas especies (Bhati y Ratthore, 1988;

Kadiri y Hussaini, 1999; Kulkarni y Eshanna, 1988; Sashidhar et al, 1977).

Asseffa (2008), que aplicd acondicionamientos durante periodos de 2 hasta 24 h,
determiné que la conductividad eléctrica de los lixiviados de semillas de soja fue
significativamente influenciada por la duracién del priming, es decir que lapsos mas

prolongados atentaban contra la conservacidn de electrolitos en los tejidos seminales.

Por otro lado, también se ha reportado el beneficio de prehidratar semillas durante
tiempos extensos, incluso de hasta 4 dias, pero en ese caso se realizaron en medios de muy
bajo potencial hidrico (inferior a -1,0 MPa) a fin de controlar el ingreso de agua a la semilla

(Hardegree y Emmerich, 1992; Hardegree y Van Vector, 2000).

En relacion a la temperatura del medio, se ha informado que la aplicacion de temperaturas
elevadas puede causar danos debido a una rdpida y desigual imbibicién de los tejidos
seminales producida por la mayor energia cinética del agua, y ademds puede favorecer la
pérdida de electrolitos esenciales, lo que se reflejaria en una disminucién de la germinacion
(Suzuki y Khan, 2001). Por tal razén, varios trabajos realizados en semillas de mayor tamano
qgue las de mijo perenne han aplicado priming trabajando en banos termostatizados o

directamente bajo refrigeracién (Blunk et al, 2017a; 2017b; 2019; Dutta, 2018).

2. 5. 2. Efecto del acondicionamiento sobre la germinacion a lo largo del tiempo.

En el afio 2015, cuando se analizd la respuesta de la germinacidn a lo largo del tiempo para
los diferentes tratamientos pregerminativos se observd que las diferentes variantes del

priming alcanzaron valores de mas del 80% del PG final a los 2 6 3 DDS, mientras que el
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tratamiento Control alcanzd el maximo porcentaje luego de aproximadamente 10 dias. Es
decir que, independientemente del incremento en el PG registrado para todos los
pretratamientos, en todas sus variantes probadas, la velocidad de germinacién se incrementé
en forma significativa. Por eso las curvas de los acondicionamientos que generaron mayor
aumento de germinacién tuvieron pendientes positivas y marcadas en los primeros dias de

ensayo, mientras que la curva de las semillas testigo mostré una curva con muy poca

pendiente (Figuras 11 a 18).

Cuando se analizaron las curvas para los tratamientos en forma separada pudo visualizarse
mejor el comportamiento de cada combinacion de tiempo y temperatura alo largo del ensayo.
En los siguientes graficos, las letras indican las diferencias estadisticas en el conteo

correspondiente a los 24 dias DDS, cuando finalizé el ensayo.

Asi, por ejemplo, el HP (Figura 11) fue mas efectivo cuando se aplicé durante 12 h a 25 °C
desde el inicio del ensayo y hasta el final, seguido de la otra variante a dicha temperatura, es
decir 24 h a 25°C, no sdlo porque produjo el mayor PG sino porque ademas aceleré mucho la
velocidad de germinacidn. Las otras combinaciones tuvieron una evolucion similar, aunque la

mayor temperatura (30°C) no permitié incrementar tanto la germinacién ni la velocidad.

Figura 11. Porcentaje de germinacion a lo largo del tiempo en semillas de mijo perenne acondicionadas
con hidropriming (HP) segun las distintas combinaciones de tiempo y temperatura aplicadas.
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* Letras distintas indican diferencias significativas con el test LSD Fisher (p > 0,05).
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Los tratamientos de acondicionamiento matrico, también fueron mas efectivos bajo la
combinacion 12 h-25 °C, tanto en el valor de PG maximo que permitieron obtener como en su
comportamiento a lo largo del tiempo (Figuras 10, 11 y 12). Para el tratamiento de MP rapido
(Figura 12) se vio una buena segregacién de las curvas, las que corresponden a 12 h de priming
permitieron observar que se alcanzaron PG superiores a 60% mientras que cuando se realizd
el tratamiento durante mds tiempo (24 h) los porcentajes fueron significativamente menores.
Las combinaciones mas efectivas, aplicadas durante 12 h, tuvieron diferencias estadisticas

respecto de las aplicadas durante 24 h, y ambas respecto del Control.

Figura 12. Porcentaje de germinacién a lo largo del tiempo en semillas de mijo perenne acondicionadas
con matripriming (MP rdpido) segun las distintas combinaciones de tiempo y temperatura aplicadas.
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*Letras distintas indican diferencias significativas con el test LSD Fisher (p > 0,05).

Para el tratamiento de MP medio (Figura 13) los valores de germinacion fueron bastante
similares para todas las variantes aplicadas, por lo que no se observaron diferencias estadisticas
para las distintas condiciones de tiempo-temperatura. A pesar de que no se alcanzaron valores tan

altos como con MP rapido, la respuesta del MP medio fue muy efectiva, superando todas las

combinaciones el 55% de PG.
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Figura 13. Porcentaje de germinacion a lo largo del tiempo en semillas de mijo perenne acondicionadas
con matripriming (MP) medio segun las distintas combinaciones de tiempo y temperatura aplicadas.
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* Letras distintas indican diferencias significativas con el test LSD Fisher (p > 0,05).

Con el tratamiento de MP lento (Figura 14) no se obtuvieron diferencias entre las

combinaciones de tiempo y temperatura y los valores de PG obtenidos oscilaron entre 50 y

60%, que resultaron significativamente mayores que el Control.

Figura 14. Porcentaje de germinacion a lo largo del tiempo en semillas de mijo perenne acondicionadas
con matripriming (MP) lento segun las distintas combinaciones de tiempo y temperatura aplicadas.
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*Letras distintas indican diferencias significativas con el test LSD Fisher (p > 0,05).

Con los tratamientos de osmoacondicionamiento, tanto con CaCl, al 2% como con PEG
6000 (Figuras 15 a 18), se obtuvieron porcentajes de germinacion algo inferiores que con

matriming e hidropriming. La tendencia de las curvas de las distintas combinaciones de tiempo
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y temperatura a lo largo del tiempo fue similar en los tratamientos de acondicionamiento

osmotico.

La solucion de CaCl; (OP CaCly) (Figura 15) en el medio permitié que las semillas se
prehidrataran de forma que luego su germinacidn fuera mayor que aquellas tratadas con las
distintas disoluciones de PEG 6000. Para la combinacién 24 h-25 °C se obtuvo el mayor PG,
que supero el 60%, y que del obtenido a 12h-25°C. La aplicacion de la temperatura de 30 °C
durante el priming causé germinaciones estadisticamente menores que a 25 °C y ademas
redujo mucho la velocidad inicial de germinacién.

Figura 15. Porcentaje de germinacidon a lo largo del tiempo en semillas de mijo perenne
acondicionadas con OP CaCl, al 2% para las distintas combinaciones de tiempo y temperatura
aplicadas.

OP CaCl,
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*Letras distintas indican diferencias significativas con el test LSD Fisher (p > 0,05).

Tanto con CaCl; como con PEG 6000 se observé que los pretratamientos realizados a 24 h
durante 25 °C permitieron alcanzar los mayores porcentajes germinativos. Con el CaCl; se
superd el 40% de PG al tercer dia, mientras que el PEG redujo un poco la velocidad inicial de

germinacién, y dicho valor se alcanzé luego 4 6 5 DDS.

La aplicacién de soluciones de PEG 6000 fue adecuada para aumentar el PG, pero no se
supero el 60% de germinacion. Este soluto fue mas eficiente a menor concentracién, es decir
a un potencial osmético mas elevado, de -0,50 MPa, por las razones mencionadas
precedentemente, referidas a la actividad, viscosidad del PEG y la difusidon de oxigeno en el

medio (Figura 16).
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Figura 16. Porcentaje de germinacion a lo largo del tiempo en semillas de mijo perenne acondicionadas
con PEG 6000, OP -0,50 MPa, para las distintas combinaciones de tiempo y temperatura aplicadas.
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*Letras distintas indican diferencias significativas con el test LSD Fisher (p > 0,05).

En cambio, a medida que se redujo el potencial osmético del medio de acondicionamiento

el PG maximo decayd y las combinaciones de tiempo y temperatura no difirieron entre si

(Figuras 17 y 18).

Figura 17. Porcentaje de germinacion a lo largo del tiempo en semillas de mijo perenne acondicionadas
PEG 6000, OP -1,00 MPa, para las distintas combinaciones de tiempo y temperatura aplicadas.
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*Letras distintas indican diferencias significativas con el test LSD Fisher (p > 0,05).
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Figura 18. Porcentaje de germinacion en el tiempo en semillas de mijo perenne acondicionadas con PEG
6000, OP -1,50 MPa, para las distintas combinaciones de tiempo y temperatura aplicadas.
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* Letras distintas indican diferencias significativas con el test LSD Fisher (p > 0,05).

Nuevamente se puede puntualizar que el efecto de la temperatura de 30 °C aplicada en el
acondicionamiento fue menos beneficioso que cuando se realizé a 25°C, ya que al aumentar
la permeabilidad de las membranas se pudo favorecer la pérdida de electrolitos con lo que se
reduce el vigor de las semillas y ello se refleja en un menor poder germinativo, en especial

cuando se prehidratan las semillas durante un dia entero (tratamiento de 24 h).

2. 5. 3. Germinacion acumulada parcial y total

Cuando las semillas tienen bajo poder germinativo (PG), como en el caso del mijo perenne,
en condiciones ambientales normales son objeto del ataque de agentes patdgenos y compiten
deficientemente con las malezas en la ocupacién de la superficie. Por ello es importante
aumentar la velocidad de germinacién de los lotes, ademas de su PG total, tal como han

postulado distintos autores (Raj y Raj, 2019; Snap, 2017).

En este trabajo se comprobd que, partiendo de una baja germinacién de origen (en el afio
2015, ver 2.1), la aplicacidn del priming causaba que aproximadamente el 75% del PG maximo
se obtuviera en 4 a 6 dias de ensayo, mientras que en semillas no tratadas dicha proporcién

se alcanzaba alrededor de los 10 DDS (Figuras 11 a 18). Es decir que ademas de aumentar
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significativamente el PG del lote, se aumentd marcadamente la tasa o velocidad de

germinacion. Este aspecto sera discutido en el préoximo capitulo.

Algo similar encontraron Demir y Mavi (2004) en semillas de sandia, ya que sin priming la

germinacién ocurria 4 dias mas tarde que en las semillas acondicionadas.

Cuando se analizé el efecto de las distintas combinaciones sobre la germinacién acumulada
de todos los tratamientos, se comprobd que aquellos con priming lograron superar el PG del

Control entre 3 y 4 veces en el primer conteo de germinacién que fue a las 4 DDS (Figura 19).

Casi el 90% del PG maximo en semillas acondicionadas se obtuvo al finalizar la primera
semana de ensayo. Ademas, se puso de manifiesto la disminucién en el PG que causé la
aplicacion del priming a la mayor temperatura de 30 °C, en relacion con el resultado obtenido
a 25 °C, tanto cuando se aplicaron durante 12 como 24 h. En particular, todos los tratamientos
realizados bajo la condicion de 24 h a 30 °C tuvieron una respuesta significativamente menor
a la de los otros tratamientos, con una energia germinativa (conteo al 4to dia) también

inferior.

Figura 19. Porcentaje de germinacidon acumulado parcial y total en los conteos correspondientes a los 4,
7, 14 y 28 DDS para las distintas combinaciones tiempo-temperatura, en promedio para todos los
tratamientos de priming aplicados a semillas de mijo perenne.
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*Letras distintas indican diferencias significativas segun el test LSD Fisher (p > 0,05).
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2. 5. 4. Efecto del acondicionamiento en semillas de mas de un afio

Cuando se realizaron los ensayos durante el segundo afio de trabajo (2016), con semillas cosechadas en
2014 y conservadas durante afio en el laboratorio (luego de las primeras experiencias de priming), se
comprobd que el PG del lote habia aumentado significativamente, ya que paso de 20,55 % a 51,50 %, es
decir se registré un incremento absoluto de 30,95 % (Tablas 1 y 2). Dicho incremento en el PG pudo
deberse a la superacion de la dormicién propia de las semillas de estas pasturas, que aun mantienen
caracteres silvestres porque han tenido poco mejoramiento (Giordano et al, 2013, Tomas, 2020; Valdéz,
2020), y mostraron un menor grado de dormicidn luego de ser conservadas durante aproximadamente 2

anos.

En el segundo afio de trabajo se logré aumentar la germinacién pero no de forma tan significativa
como se habia conseguido cuando se partié de un PG mucho menor (2015). De todos modos, se
obtuvieron incrementos de hasta 33 puntos porcentuales. Los resultados de los tratamientos aplicados
en 2016, con las variantes de tiempo y temperatura en las que se los combing, tanto en 1 como en 2

ciclos de priming, se presentan en la Tabla 6.

Si bien varios de los acondicionamientos tuvieron un efecto importante para aumentar el PG de las
semillas, aunque no todos tuvieron un efecto positivo de hecho, algunos tratamientos redujeron la

germinacion respecto del Control, aunque en forma estadisticamente no significativa.

El hidropriming (HP) provocé aumentos de 10 a 15 puntos porcentuales respecto del Control, que
no resultaron de significacién estadistica, excepto para la combinacidn de 12 h a 30°C. Este tipo de
acondicionamiento, cuando fue aplicado con combinacién de 12 h a 25 °C en ensayos del afio previo
habia resultado altamente efectivo (semillas mas nuevas), sin embargo, en las semillas de mas edad

no tuvo la misma respuesta en el incremento del PG.

Al igual que en 2015, el acondicionamiento matrico fue el que resulté mas eficiente para aumentar
el PG de las semillas de mijo perenne, siendo el tratamiento con papel de filtrado rapido (MP rapido)
el que causd el mayor incremento, alcanzando un PG de 83,5%, o sea 32 puntos porcentuales mayor
que el Control. Dicho tratamiento permitio obtener los porcentajes de germinacién mas altos cuando

se llevé a cabo bajo la condicién de 25°C, independientemente del tiempo de hidratacion.

El osmopriming en general, tuvo resultados variables. La presencia de CaCl, en el medio vy las
soluciones mas diluidas de PEG 6000 favorecieron el acondicionamiento. El OP CaCl, fue efectivo, y al
igual que en 2015 resultd tratamiento con el que se alcanzé un PG, aproximadamente del 67% en

promedio, con un valor maximo de 70%. (en realidad 70,08%)
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Para los ensayos del segundo afio, el osmoacondicionamiento realizado con el uso de PEG 6000
con potenciales altos nuevamente mostré una mejor performance que cuando se usaron altas
concentraciones del soluto, aunque su efecto no resultd de significacidn estadistica. Por eso se tested
el efecto de una solucidn mas diluida de PEG 6000, con un potencial osmético de -0,25 MPa, que no
se habia probado en los ensayos de priming del afo previo. Dicho tratamiento fue el de mejor
performance, incluso cuando se aplicd a 25 °C (tato para 12 como para 24 h) no tuvo diferencias
estadisticas con otros tratamientos que permitieron obtener los mayores PG, arrojando valores de PG
superiores al 70 %. Los tratamientos con menores potenciales osméticos (-1,00 y -1,50 MPa) no
incrementaron tanto el PG como las mayores presiones, y en general no difirieron estadisticamente

del Control, excepto para algunas combinaciones.

Tabla 6. Efecto de distintos métodos de priming en el porcentaje de germinacién en semillas de mijo
perenne cosecha 2014, para diferentes combinaciones de tiempo y temperatura, aplicado en un Unico
ciclo en el afio 2016

Tiempos - Temperaturas
TRATAMIENTOS
12 h - 252C 12 h - 302C 24 h - 252C 24 h - 30°C
Control 51,50 ij

HP 61,51 defghi 68,12 bcdefg 62,02 defghi 53, 16 hij
MP rapido 83,56 a 68,52 bcdefgh 78,00 ab 51,02 ij
MP medio 74,17 abcd 60,22 efghi 74,32 abcd 63,50 cdefghi
MP lento 76,00 abc 71,53 abcdef 72,06 abcde 51,51 ij
OP —CacCl, 70,08 bcdefg 67,46 bcdefg 69,51 bedefg 60,52 efghi
OP -0,25 72,25 abcdef 68,11 bcdefg 71,20 abcde 64,04 cdefg
OP -0,50 69,66 bcdefg 66,73 bcdefg 68,83 bedefg 61,40 efghi
OP -1,00 58,54 fghi 62,57 defghi 50,97 ij 41,78 j
OP -1,50 55,32 ghi 65,52 bcdefgh 65,23 bcdefgh 63,50 cdefghi

Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas segun el test LSD Fisher (p > 0,05).

La mayoria de los tratamientos de priming tuvieron un efecto positivo menor cuando fueron

realizados a 30 °C y durante 24 h, por las mismas razones que se explicaron precedentemente, en
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relacidn al efecto del lixiviado de solutos que causan las mayores temperaturas durante periodos

prolongados.

Los resultados obtenidos con el MP rapido y el OP a -0,25 MPa demostrarian que las semillas sin
dormicién responden mejor al ingreso de agua mas rapido que las mas nuevas, es decir que la pérdida
de dormicidn también estaria asociada a una mayor tolerancia a la reorganizacion de las estructuras
seminales en semillas mas viejas. Varios autores han citado al acondicionamiento matrico (MP) y
osmatico con soluciones diluidas como los mas efectivos para diferentes especies (Khan, 1991; Trigo

et al, 1999; Tarquis, 1990; Qadir et al, 2011; Nimesha et al, 2016; Raj y Raj, 2019).

Cuando se aplicaron dos ciclos consecutivos de priming a las semillas mas maduras, se pudo
observar que varios de los tratamientos no generaban incrementos significativos en el PG, y que
incluso el doble priming no ofrecia beneficios en la germinacién respecto del ciclo simple. Para facilitar
la comparacion, en la Tabla 7 se presentan los PG obtenidos con un solo ciclo de acondicionamiento

(que se habian presentado en la Tabla 6) comparados con los correspondientes a dos ciclos.

En relacién al efecto de los distintos acondicionamientos aplicados en dos ciclos se observd que:

- Hidropriming (HP) generé aumentos en el PG en las varias combinaciones, aunque la mayoria
no difirié estadisticamente del Control. Por otro lado, el doble priming no incrementé el PG
mas de lo que se consiguid con 1 solo ciclo, por lo cual una segunda hidratacién de las semillas

no resulté conveniente, incluso se observd una tendencia a reducir el PG al aplicarlo 2 veces.

- Matripriming (MP) fue un tratamiento efectivo en sus distintas formas (rapido, medio y
lento), excepto cuando se aplicé durante 24 h a 30 °C, ya que todas las variantes de este
acondicionamiento bajo dicha condicion no difirieron del PG de las semillas testigo. El MP
rapido fue con el que se obtuvo el mayor aumento de PG (mayor al 83%; 32 puntos
porcentuales mas alto que el Control) cuando se realizé durante 12 h a 25 °C. También
cuando se aplicd durante 24 h a 25 °C causé un aumento importante de la germinacion
(PG:78%). La duplicacién del tratamiento también mostré leves reducciones, que no tuvieron
significacion estadistica. El tratamiento de MP medio también arrojé mejores resultados con
un ciclo que con dos, aunque en general los PG que se obtuvieron con este
acondicionamiento fueron inferiores a los que se consiguieron con MP rapido.
Contrariamente a los tratamientos matricos anteriores, la doble aplicacién de MP lento fue

mejor cuando realizd a 25°C para aumentar el PG respecto del Control, con el que se
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obtuvieron porcentajes superiores al 70%. Matripriming resulté efectivo porque pudo haber
facilitado la oxigenacién de las semillas durante la hidratacidn, respecto de la inmersién que
causan otros tratamientos como el hidropriming y el osmopriming, en los que no se emplean

soportes solidos (Parera y Cantliffe, 1991; Raj y Raj, 2019; Taylor et al, 1988).

- El doble acondicionamiento mediante osmopriming con CaCl, (OP CaCl,) causé incrementos
cercanos y mayores a 20 puntos porcentuales en el PG respecto del Control, ya que varias de
las combinaciones aplicadas con este soluto superaron el 70% de PG, excepto cuando se
aplicd durante 24 h a 30 °C. Fue el Unico tratamiento que con el doble ciclo causé mejores

resultados (2 a 10% mayor) que con 1 Unico ciclo de acondicionamiento.

- El osmopriming con PEG 6000, que generé beneficios germinativos con el mayor potencial
osmotico (OP -0,25 MPa), vio reducido el incremento del PG cuando se aplicd por segunda
vez. Al probar el efecto de presiones mas bajas (OP -0,50, OP -1,00 y OP -1,50 MPa) no se
observd una respuesta consistente. En general se puede decir que dichos tratamientos
mostraron una tendencia a reducir el PG respecto del Control en algunas de las
combinaciones, aunque no de forma significativa tanto con uno como con dos ciclos de
acondicionamiento. De todas maneras, el osmopriming con PEG 6000 en soluciones mas
diluidas mejoré levemente el PG respecto de lo que provocd el hidropriming, en especial

cuando se realizd a 25°C, indicando algun beneficio de la aplicacién del soluto.

Se han reportado resultados similares en semillas de tomate, pimiento, cebada, trigo, sandia para las
que los tratamientos de osmopriming eran mas efectivos cuando se aplicaban con soluciones de
potenciales osméticos no exesivamente bajos (Al-Karaki, 1998; Sanchez et al, 1999; Farooq et al, 2005).
Soluciones mas diluidas de PEG simularian la imbibicidn que ocurre en condiciones edaficas normales,
cuando las semillas alcanzan un cierto contenido de humedad antes de comenzar a germinar, situacion
en la que el oxigeno ingresa disuelto en el agua y difunde por los tejidos seminales permitiendo la
respiracion aerdbica (Ogawa et al, 2016). El PEG 6000 al ser un polimero de alta viscosidad podria
dificultar la oxigenacién y eso podria ser uno de los efectos que causan los bajos valores de PG
registrados cuando se aplican al medio soluciones de alta concentracion. En el caso de las semillas de

Panicum coloratum esta situacion podria ser mas severa debido al pequefio tamafo de las semillas.
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Tabla 7. Efecto de distintos métodos de priming en el porcentaje de germinacién en semillas de mijo
perenne para diferentes combinaciones de tiempo y temperatura, aplicados en 1 y 2 ciclos.

TRATAMIENTOS 12 h - 252C 12 h - 302C 24 h - 252C 24 h - 302C
Control 51,50 ij*
HP 61,51 defghi 68,12 bcdefg 62,02 defghi 53,00 hij
2 HP 56,11 ghi 66,10 bcdefgh 61,12 defghi 53, 16 hij
MP rapido 83,56 a 68,52 bcdefgh 78,00 ab 51,02 ij
2 MP rapido 80,02 ab 66,11 bcdefgh 71,26 abcdef 54,20 hij
MP medio 74,17 abcd 60,22 efghi 74,32 abcd 63,50 cdefghi
2 MP medio 62,55 cdefghi 61,8 cdefghi 66,56 bcdefg 55,55 ghi
MP lento 76,00 abc 71,53 abcdef 72,06 abcde 51,51 ij
2 MP lento 78,12 abc 54,71 hij 74,06 abcd 62,00 efghi
OP —CaCl; 70,08 bcdefg 67,46 bcdefg 69,51 bcdefg 60,52 efghi
2 OP —CaCl; 77,57 abc 74,15 abcd 71,51 abcdef 70,06 bcdefg
OP -0,25 72,25 abcdef 68,11 bcdefg 71,20 abcde 64,04 cdefg
20P-0,25 70,11 bcdefg 61,80 defghi 67,86 bcdefg 59,14 defghi
OP -0,50 69,66 bcdefg 66,73 defghi 68,83 bcdefg 61,40 efghi
20P-0,50 62,60 efghi 62,12 efghi 61,70 efghi 60,02 efghi
OP -1,00 58,54 fghi 62,57 defghi 50,97 ij 41,78 ]
20P-1,00 54,05 ghi 60,00 efghi 51,21 ij 50,66 ij
OP -1,50 55,32 ghi 65,20 bcdefgh 65,23 bcdefgh 63,50 cdefghi
20P-1,50 56,18 ghi 65,52 bcdefgh 62,00 efghi 63,03 cdefghi

*Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas segun el test LSD Fisher (p > 0,05)

Los resultados presentados (Tabla 7), correspondientes a semillas de aproximadamente 2

afos de antigliedad, son similares a los encontrados en diversas publicaciones en las que se

ha reportado que la edad de las semillas influye seriamente en la efectividad del

acondicionamiento (Oluoch y Welbaum, 1996; Bradford, et al, 1990). La razéon de que semillas
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frescas, con bajo poder germinativo, respondan en mayor medida puede deberse a que el
priming no sélo favorece la activaciéon de los mecanismos germinativos y reparadores de
membranas, sino que ademas involucra procesos relacionados con la maduracidn fisioldgica

de las semillas (Bray, 1995; Chojnowski et al, 1997, Valdéz, 2020).

Ademas de la dormicidn tipica de estas forrajeras, otros rasgos asociados a su bajo grado
de domesticacidon que caracteriza a las especies megatérmicas, es su elevada dehiscencia y la
maduracion “asincrénica” de las semillas en las panojas. Esta ultima caracteristica se
manifiesta en los lotes de semillas con una gran variabilidad y/o lentitud al germinar por el
desigual grado de madurez de las semillas. El priming permitiria completar fuera de la planta
madre los procesos madurativos que algunas semillas no hubieran concluido a causa su

dehiscencia despareja (Moore, 1995; Murphy y Lusk, 1961; Valdéz, 2020).

Dado que en el lapso durante el cual ocurre el acondicionamiento de las semillas, tanto
tengan dormicién o no, se reactivan muchos procesos metabdlicos (Figura 3), no es de
extrafiar que variaciones en el tiempo, temperatura, ritmo de entrada de agua y oxigeno se
vean traducidas en diferentes valores de PG. Asi por ejemplo la actividad de las enzimas es
dependiente de la temperatura, y las distintas enzimas tienen temperaturas dptimas
diferentes, lo que podria causar que los tratamientos ensayados hayan causado resultados
diferentes. Lo mismo podria argumentarse en relacién a los efectos el agua y del oxigeno,
asociados a las temperaturas aplicadas. Esto podria justificar que algunos tratamientos den
resultados que no tengan relacién entre si, o al menos que no sean los predecibles. Sin
embargo, independientemente del resultado obtenido con cada tipo de acondicionamiento,
todos los métodos ensayados superaron al testigo, al menos en semillas nuevas. En el caso de
aquellos tratamientos que no resultaron tan efectivos sobre la germinacidn, igualmente
podrian resultar beneficiosos para “invigorizar” las semillas, y dicha respuesta podria verse
reflejada en el desarrollo de las plantulas y en la tolerancia de éstas a factores ambientales

limitantes, aspectos que se analizaran en el préximo capitulo.

En base a los resultados expuestos precedentemente se acepta la hipdtesis propuesta (pag.
53) en la que se postuld que las semillas acondicionadas mediante la técnica de priming tienen
una performance superior durante la germinacion.
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CAPITULO 3.

Efecto del acondicionamiento de semillas
de mijo perenne en la tolerancia
al déficit de agua y a la salinidad

durante la germinacion e implantacion
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3. 1. Introduccion

3. 1. 1. Efecto de la deficiencia de agua y salinidad en P. coloratum

Durante las ultimas décadas el corrimiento de la frontera agricola hacia el sur y al oeste de
la provincia de Buenos Aires desplazd a la ganaderia hacia una zona con suelos menos
productivos y con alto riesgo de sufrir eventos climaticos desfavorables, como temperaturas
extremas, fuertes vientos y escasas precipitaciones (De Ledn, 2004, Silenzi et al, 2011). Dentro
de esa parte de la provincia se encuentra el Sudoeste Bonaerense (SOB), con clima semiarido
caracterizado por sus escasas precipitaciones y vastas areas con problemas de salinidad. La
escasez de lluvias no aporta suficiente agua para barrer las sales alrededor de las raices o
también puede ser a causa del escaso drenaje de suelos con capa fredtica elevada (Galantini et

al, 2006).

La productividad de las pasturas, que sostienen la actividad ganadera extensiva del SOB,
depende de la combinacién de condiciones ambientales, en especial la disponibilidad de agua
y la temperatura, asociadas a las condiciones del suelo, como fertilidad y salinidad (Ruiz y
Terenti, 2012). Esto ha impulsado la busqueda de especies forrajeras tolerantes a condiciones
climaticas y edaficas desfavorables, ya que es un problema asociado al desplazamiento de la
actividad ganadera, por lo que la investigacion del efecto de las limitantes ambientales sobre la
productividad de especies forrajeras es clave para lograr incrementos de la productividad en

los sistemas en la region semidrida (Bazzigalupi et al, 2008).

Entre los factores abidticos, el estrés por déficit hidrico es considerado uno de los mas
relevantes, tanto desde una perspectiva ecoldgica como agronémica y el mas determinante en
la produccidn de los cultivos, ya que la disponibilidad de agua es la que muestra la mayor
correlacién con el rendimiento (Blum, 2009). La sequia es un periodo prolongado con
precipitaciones inferiores a las normales, y por ende las plantas sufren a causa del déficit
hidrico, que se desarrolla cuando la pérdida de agua por evapotranspiraciéon excede a la
absorcién por las raices (Farooq et al, 2012). La sequia altera las relaciones hidricas y reduce la

eficiencia del uso del agua en las plantas, lo que afecta procesos fisioldgicos tales como apertura
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estomatica, fotosintesis y principalmente el crecimiento, aln con descensos no demasiado

severos (Hsiao, 1973; Blum, 2009).

Los efectos producidos por el déficit hidrico dependen de la intensidad y duracién del mismo,
y de la capacidad de las plantas para tolerarlo (Hsiao, 1973). Una sequia severa provoca dafios
en las membranas y reduccion en la actividad enzimatica, especialmente de las ATPasas. Si el
estrés persiste, en primer lugar, se produce una disminucién del crecimiento de las hojas y del
tallo producto de la pérdida de turgencia celular, con signos de marchitamiento y clorosis. Los
principales efectos del estrés hidrico sobre el crecimiento se manifiestan a través de una
reduccidn en la altura de la planta, area foliar, peso foliar especifico y biomasa de la planta
(Farooq et al, 2012; Mishra Vija y Singh, 2010). Del mismo modo, la longitud de las raices puede
verse reducida por el déficit de agua aunque en algunas especies la deficiencia de agua puede
estimular su crecimiento (Golberg et al, 2011). Asimismo, la eficiencia de uso de agua en la
productividad (EUAp) también puede serse alterada debido a los cambios en la biomasa total y

en la evapotranspiracién (Turner, 1986).

La relacidn entre la productividad y el déficit hidrico se debe a que la tasa de fotosintesis se
reduce a causa del cierre de los estomas, para evitar la pérdida de agua por transpiracion. Sin
embargo, las plantas pueden desarrollar una variedad de mecanismos morfolégicos y

fisiolégicos que les permiten tolerar la falta de agua (Farooq et al, 2012; Turner, 1996).

Por otro lado, el exceso de sales edaficas es uno de los factores limitantes mas comunes de
la productividad de los cultivos, ya que los suelos salinos constituyen un problema creciente a
nivel mundial, con mas de 800 millones de hectareas afectadas por salinidad, lo que representa
mas del 6% del drea total de la superficie terrestre (Golberg et al, 2011). La sal mds comun en
los suelos es el cloruro de sodio (Salomén y Samudio, 2015; Ungar, 1978). En Sudamérica
aproximadamente 129 millones de hectareas son consideradas salinas (Szalbolcs, 1991). Segun
FAO-UNESCO, Argentina es el tercer pais con mayor superficie de suelos afectados por sales en
el mundo, después de Rusia y Australia (Golberg et al, 2011). Por tal motivo, la investigacién de
los aspectos relacionados con la tolerancia al estrés salino es un importante desafio para la

agricultura sostenible.
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La salinidad causa una respuesta en la que estd implicado un componente idnico y otro
osmotico, y muchos de los iones salinos son téxicos para las células vegetales cuando se

presentan en altas concentraciones externas e internas (Bradford, 1995).

El agua es el recurso fundamental desde el inicio del desarrollo de una planta, ya que permite
la germinacion y supervivencia de las plantulas en el campo, etapa critica para la implantacién
de los cultivos forrajeros con lento crecimiento inicial (Khan, 1991; Salomén y Samudio, 2015).
El ingreso de agua a la semilla permite desencadenar todos los procesos metabdlicos en la fase
Il (Ver Figura 3 del Capitulo 2) que preparan al embridn para la germinacién (Bewley, 2001;

Bewley y Black, 1994).

La deficiencia de agua durante la germinacién, causada por un bajo potencial hidrico del
suelo, conlleva un descenso tanto en el porcentaje como en la tasa de germinacién (Gorai y
Neffati, 2007; Maranon et al, 1989; Ungar, 1995). La salinidad en el medio también causa un
descenso en el potencial agua, ya que disminuye el componente osmético del mismo, pero si
los solutos que ingresan durante la imbibicion y se acumulan en los tejidos embrionarios causan
un efecto toéxico al interferir con los procesos metabdlicos y alterar la homeostasis celular
(Camejo y Torres, 2000; El-Keblawy, 2004). El cloruro de sodio, soluto de mayor presencia en
suelos, causa un efecto combinado, es decir osmético y téxico (Khan y Rizvi, 1994; Khan et al,

2006).

Las especies forrajeras tienen semillas pequefias, con escasas reservas y bajo vigor, por lo
gue su crecimiento inicial es lento y el establecimiento de las plantulas es muy dificultoso (Ruiz
y Terenti, 2012). Si ademas la germinacién y la implantacién ocurren bajo condiciones adversas
del medio, como déficit de agua y salinidad, dichos procesos se ven aun mas perjudicados
(Bazzigalupi et al, 2008). El incremento de la salinidad genera reduccion de la germinacién en
las plantas glicéfitas y afecta en menor grado a las haléfitas; incluso puede aumentar el grado
de dormiciéon (secundaria) de las semillas demorando auin mas la germinacion (Ruiz y Parera,

2013).
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3. 1. 2. Efecto del acondicionamiento sobre la tolerancia al déficit de agua y la salinidad
durante la germinacion y la implantacion de P. coloratum

Uno de los problemas que se deberd enfrentar en un futuro no muy lejano es garantizar la
seguridad alimentaria de la creciente poblacién mundial, que dependera de nuestras limitadas
tierras cultivables y de la capacidad productiva de los cultivos extensivos. Por ello Ila
investigacion esta poniendo sus esfuerzos en aumentar el rendimiento con los recursos
existentes. En este contexto, el acondicionamiento de semillas puede considerarse una
herramienta prometedora, eficiente y de bajo costo, que permite aumentar la germinacién, el
crecimiento y la capacidad productiva de los cultivos, asi como su tolerancia a condiciones
desfavorables sobre todo en etapas tempranas del desarrollo de los cultivos (Sanchez et al,

2001; Sher et al, 2019).

Las ventajas del acondicionamiento es que la germinacién resulta mas uniforme al aumentar
el vigor, con el consecuente incremento de la velocidad de germinacién e implantacién. Una
emergencia mas uniforme optimiza la eficiencia de cosecha que permite expresar el potencial

del cultivo aun en ambientes limitantes (Raj y Raj, 2019)

El estrés causado por sequia y salinidad es responsable tanto de la inhibicién como del
retardo en la germinacioén y en el establecimiento de la plantula (Abdel-Ghani, 2009, Guan et
al, 2009; Moosavi et al, 2009) y se ha demostrado que el acondicionamiento de las semillas
mejora su performance durante la germinacién y emergencia aun bajo condiciones limitantes

(Farooq et al, 2008; Khajeh-Hosseini et al, 2003; Parera y Cantliffe, 1994; Raj y Raj, 2019).

Desde hace varias décadas, se ha reportado el beneficio del acondicionamiento de semillas
en la germinacién y la emergencia de distintas especies, particularmente en semillas de
hortalizas y pasturas (Bradford, 1986; Heydecker y Coolbear, 1977), asi como en cultivos
extensivos como trigo, girasol, maiz, soja y remolacha azucarera (Khajeh-Hosseini et al, 2003;
Parera y Cantliffe, 1994; Sadeghian y Yavari, 2004; Singh, 1995). Como se ha explicado
extensamente en el capitulo anterior, el acondicionamiento de semillas, definido como una
hidratacion parcial y controlada y un posterior secado (Chen y Arora, 2013), permite reorganizar
los componentes y estructuras embrionales, por lo cual la semilla se encuentra “mejor

preparada” para germinar (Ingram y Bartels, 1996; Raj y Raj, 2019).
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El hidropriming es una técnica aconsejada por muchos autores dado que es econédmico, facil
de aplicar y sus beneficios se reflejan en un aumento en el porcentaje y en la tasa de
germinacidn, en el vigor de las plantulas y su supervivencia a campo, aunque el abrupto ingreso
de agua que causa este tipo de acondicionamiento puede dafiar a algunas semillas (Caseiro et

al, 2004; Ibrahim, 2016; Kaya et al, 2006; Khalid et al, 2019; Sadeghian y Yavari, 2004;).

El acondicionamiento osmédtico u osmopriming, puede aplicarse tanto son soluciones cuyos
solutos no pueden ingresar a las células, como el polietilenglicol (PEG) de peso molecular mayor
de 4000 Dalton (Singh et al, 1995; Balestrazzi et al, 2011), o con soluciones salinas de cloruro
de sodio, nitrato de potasio, cloruro de calcio, etc. (Amjad et al, 2007; Moosavi et al, 2009; Raj
y Raj, 2019). La utilizacién de sales osmodticamente activas ha demostrado mejorar el
crecimiento y el indice de vigor en plantulas que crecen en ambiente bajo estrés salino (Singh 'y
Rao, 1993; Rehman et al, 2015). Los inconvenientes del hidro y del osmopriming es que
necesitan aireacion del medio donde se sumergen las semillas si se aplican periodos
prolongados (por ejemplo, mayores a 24 hs). El osmopriming ademas requiere un frecuente
recambio de la solucién y posterior enjuagado de las semillas (Taylor et al, 1988), asociado al

elevado costo de los solutos empleados (Raj y Raj, 2019).

El acondicionamiento con el uso de soportes sélidos, denominado matripriming o priming
con soportes matricos (solid matrix priming), es una alternativa que disminuye los costos del
osmpriming y evita la necesidad de aireacidn en el medio de acondicionamiento (Papparella et
al, 2015). El soporte sélido permite que las semillas se hidraten moderadamente, y se ha
considerado la técnica de acondicionamiento que actia de modo mas parecido al suelo durante
la imbibicion de las semillas (Raj y Raj, 2019). Tal vez por esto es que distintos autores
mencionan la mayor efectividad del acondicionamiento matrico en comparacién con otros
métodos de preparacién de semillas (Basra et al, 2003; Bradford, 1995; Hardegree y Emmerich,

1992; Nouman et al, 2012a; Raj y Raj, 2019, Sher et al, 2019; Taylor et al, 1988).

Esta es la razén por la que algunas técnicas de acondicionamiento de semillas se aplican
limitando el ingreso de agua, mediante diferentes estrategias, ya que una entrada lenta y
progresiva permite el reacomodamiento gradual de las macromoléculas estructurales y

funcionales necesarias para la puesta en marcha de los procesos germinativos. Sin embargo, a
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veces dichas estrategias suelen resultar restrictivas y constituyen condiciones estresantes
durante la imbibicidn. Las condiciones del acondicionamiento pueden ser similares a las de una
germinacién en condiciones normales, sin embargo, en algin momento del proceso de priming
se frena la cascada de eventos germinativos, antes de finalizar la fase Il (Figura 3 del Capitulo
2), por lo que este tratamiento puede ser considerado como una situacién o estrategia de estrés

para la semilla (Chen y Arora, 2013).

Esos antecedentes de haber sufrido algun tipo de estrés durante el acondicionamiento
generan en las semillas un antecedente que ha sido definido como un cierta “capacidad de
memoria” por parte de la semilla. Claro que estos mecanismos de memoria nada tienen que
ver con los que estdn presentes en los seres humanos o aun los animales, sino que se relacionan
con modificaciones en procesos fisiolégicos o mecanismos moleculares, causando alteraciones
en metabolitos de senalizacidn o factores de transcripcién que estarian asociados a respuestas

a diversas tensiones (Bruce et al, 2007).

Chen y Arora (2013) postularon que los mecanismos celulares que involucra la exposicién al
priming y que se relacionan con mejoras en la germinacion y en la tolerancia al estrés aun no
estan totalmente dilucidados. Sin embargo, consideraron al priming como una experiencia
temprana frente al estrés que prepara a la semilla para tolerar condiciones desfavorables
cuando se reasume la actividad metabdlica. Estos autores también definen el concepto de
“tolerancia cruzada” o asociada (cross-tolerance) ya que aumenta la tolerancia al factor
aplicado y a otro/s diferentes. Asi por ejemplo el priming de las semillas de cafia de azucar con
soluciones de cloruro de sodio mejord la tolerancia de las plantulas a la salinidad pero también
a altas temperaturas. Sobre la base de esos resultados propusieron que los dos procesos sobre
los que tiene mayor efecto el acondicionamiento, como son la mejora en la germinacién y la
exposicién temprana al estrés, otorgan a las semillas una mejor performance general que no se

elimina aun cuando se las vuelve a secar hasta su contenido de humedad original.

Ibrahim (2016), propuso que el estrés salino durante el acondicionamiento fue un método
de mejora de la performance de semillas que también aumentd la tolerancia a distintas
condiciones de estrés en distintas especies. Las semillas podrian desarrollar diferentes

mecanismos de respuesta, como el sistema de defensa antioxidante y el ajuste osmotico. Estos
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mecanismos conforman lo que se describié anteriormente como “memoria de priming”, que
permite que las semillas se vean menos afectadas por diversos factores de estrés, y aunque se
han dilucido algunas vias de respuesta relacionadas con el priming aun falta investigar mucho
mas para obtener una adecuada germinacién en numerosas especies afectadas por condiciones
sub o supradptimas durante las etapas iniciales del desarrollo. Este autor puntualiza que los
esfuerzos deben orientarse a esclarecer los cambios moleculares, fisioldgicos, metabdlicos y

genéticos inducidos por agentes primarios de estrés en la semilla.

Si bien los agentes quimicos empleados en el acondicionamiento pueden causar un estrés
osmotico o toxicidad que dejen algun tipo de sefializacién o alerta posterior, el hidropriming
también ha sido mencionado como un tratamiento estresante para las semillas, ya que se ha
demostrado que una rapida imbibicidn se asocia a un mayor estrés oxidativo por elevar en

forma significativa las especies reactivas al oxigeno (Bailly, 2004; Bailly et al, 2008).

Se ha citado que la influencia del acondicionamiento osmético en la tolerancia a estreses
abidticos podria deberse a que este tratamiento provoca aumento de la concentracién de
proteinas, de aminodcidos libres y de azucares solubles, y también porque estimula la sintesis
o0 reactivacion de enzimas como fosfatasa acida, fitasa, nitrato reductasa, asi como la
acumulacién de prolina, de giberelinas, de antioxidantes protectores de las membranas, todas
sustancias necesarias y beneficiosas para la germinacidn y el desarrollo de la plantula (Ibrahim,
2016). Un efecto similar al del osmopriming también fue observado cuando se realizo el
acondicionamiento en presencia de melatonina (Dawood y El-Awadi, 2015), 4cido ascérbico
(Fazlali et al, 2013), giberelinas (Hela et al, 2012), glutatién (Chen et al, 1999) y colina (Salama

y Mansour, 2015), y extractos foliares (Nouman et al, 2012 b, c, d).

La exposicién al acondicionamiento y a los agentes empleados para tal fin podrian causar la
activacion de genes, pero en lugar de volver al estado transcripcional inactivo una vez que
finaliza el proceso, dichos genes podrian actuar dejando una marca epigenética, manteniendo
la region del genoma en un estado 'permisivo’ y dando respuestas posteriores mas potentes.
Este principio de “huella de estrés” (“stress imprint”) se ha utilizado en plantas a fin de aumentar
la respuesta defensiva a patégenos (Baldwin y Schmelz, 1996), al estrés hidrico (Goh et al,

2003), asi como en la concentracién de iones calcio que actuan como segundos mensajeros
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(Knight et al, 1998). Sin embargo, aun no es claro el mecanismo por el cual las plantas
almacenan la informacién cuando son expuestas a distintos tipos de estrés bidtico o abidtico

(Bruce et al, 2007).

Este mismo principio se aplica una vez que las semillas reasumen la actividad metabdlica,
luego de ser acondicionadas. Si durante el priming se expone a la semilla a solutos para reducir
el potencial osmodtico del medio, los tejidos sometidos a la presencia de dichas sales desarrollan
una mayor tolerancia a la presencia de tales sustancias o a fendmenos osmaéticos causados por
ellas (Shao et al, 2006). Pero ademas el acondicionamiento de las semillas también resulta
efectivo para tolerar otro tipo de estreses ambientales, como la baja temperatura, lo que indica
que las vias metabdlicas por las que se consigue la tolerancia a condiciones desfavorables
durante las primeras etapas del desarrollo no son Unicas ni claras (Blunk et al, 2019; Hardegree,

1996; Igbal et al, 2006; Yan, 2015).

El desarrollo de la plantula es una de las etapas mas sensibles del desarrollo (Rouhi et al,
2011), y en particular la deficiencia hidrica y la salinidad afectan la absorcién de agua necesaria
para el aumento de la turgencia celular que produce el crecimiento (Bewley et al, 2013). Dicho
crecimiento se puede evaluar en base a parametros tales como la longitud radicular, la altura,
el peso fresco y seco, o bien pueden calcularse indices de eficiencia de implantacién, de
velocidad de crecimiento, vigor, etc. (Eskandari, 2012; Raj y Raj, 2019; Rouhi et al, 2011), en el
porcentaje de plantulas anormales o e mortandad de plantulas (Kaya et al, 2006). Los factores
ambientales estresantes durante la implantacidon son mejor tolerados por aquellas semillas
acondicionadas previamente a su germinaciéon (Raj y Raj, 2019; Sanchez-Renddén y Mufioz
Garcia, 2002). El priming asegura la uniformidad de la germinacién y la eficiencia durante la
implantacidn del cultivo, lo que incrementa su rendimiento potencial desde las etapas iniciales

del crecimiento (Rehman et al, 2015; Rouhi et al, 2011; Raj y Raj, 2019).

En este capitulo se aborda el efecto del acondicionamiento de semillas de mijo perenne
sobre la germinacidn y la implantacién bajo condiciones limitantes de disponibilidad de agua'y
salinidad, enfocando en especial aspectos sobre el crecimiento que permitan comparar el

beneficio del acondicionamiento en esas etapas tempranas del desarrollo.
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3.2. Hipétesis

Dado que el acondicionamiento activa mecanismos que crean una memoria de estrés,
cuando las semillas son expuestas a condiciones desfavorables (estrés) estan en mejores
condiciones para tolerarlas. Por ello, las plantas de mijo perenne originadas de semillas
previamente acondicionadas logran un mayor crecimiento y tienen una mejor tolerancia a la

deficiencia hidrica y a la salinidad durante la germinacién y la implantacién.

3.3. Objetivos

- Determinar si el acondicionamiento de semillas de mijo perenne otorga una mayor tolerancia

a la deficiencia hidrica y salinidad durante la germinacién y la implantacion.

- Evaluar parametros de crecimiento en plantulas y en plantas de mijo perenne, hasta el estado
de 4-5 hojas, sometidas a deficiencia hidrica y a salinidad durante la germinacién e

implantacion.
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3. 4. Materiales y Métodos

Se realizaron ensayos de germinacién durante 2015 y 2016 y de implantaciéon en 2016
utilizando el mismo lote de semillas de Panicum coloratum var. coloratum cv. Verde
(Agroempresa S.A., cosechadas en 2014), tal como se describié en el apartado de Materiales y

Métodos del Capitulo 2.

3. 4. 1. Germinacidon
3. 4. 1. 1. Tipos de acondicionamiento aplicados

El efecto de distintos métodos de acondicionamiento sobre la performance de las plantulas
durante la germinacidn e implantacion, se analizé sobre aquellos tratamientos que permitieron
obtener los porcentajes de germinacion (PG) mas altos. Estos fueron los tratamientos de
hidropriming (HP) 12 h a 25 °C, matripriming rapido (MP rapido) 12 h a 25 °Cy osmopriming con
CaCl, (OP CaCly) durante 24 h a 25 °C (detallados en el Capitulo 2). En el caso del HP se lo
selecciond tanto por los resultados que arrojo su aplicaciéon en el acondicionamiento como por
su practicidad y economia, tal como se menciond en la Introduccion de esta seccidn. El Control

consistié en semillas sin ningun tipo de acondicionamiento (SP).

3. 4. 1. 2. Germinacidn y desarrollo hasta plantula

Con el fin de evaluar la germinacion y el desarrollo de las plantulas, originadas a partir de
semillas sin y con priming, se realizé un ensayo de germinacion en bandejas descartables de 30 x
20 cm (Figura 20). Se sembraron 50 semillas por bandeja, que se dispusieron en 5 lineas de 10
semillas para facilitar los conteos. Las bandejas se colocaron en bolsas plasticas cerradas a fin de
mantener la humedad del medio. Se realizaron 4 repeticiones de cada tratamiento, que se
ubicaron en una camara de germinacién con control de temperatura (30°C £ 2 diurnay 20°C + 2
nocturna) y fotoperiodo (12 h). Las condiciones de germinacion se fijaron segun lo establecido en
las Reglas Internacionales de Ensayos de Semillas (ISTA, 2016). Dentro de la cdmara el disefio fue

totalmente aleatorizado y las bandejas se rotaron de lugar después de efectuar los conteos.

92



Figura 20. Ensayo de germinacion. A. Detalle de bandejas en la cdmara. B. Bandeja sembrada con
semillas de mijo perenne.

3. 4. 1. 3. Deficiencia de agua y salinidad

Para analizar el efecto de la deficiencia de agua sobre el desarrollo de las plantulas durante la
germinacion se agregaron soluciones de polietilenglicol 6000 (PEG 6000) a las bandejas, con el fin
de establecer potenciales osméticos de -0,25; -0,50; -0,75; -1,0 MPa y -1,5 MPa, que se
prepararon de acuerdo a la férmula de Michel y Kauffman (1973) y se ajustaron con un

osmometro VAPRO 5520 (Wescor, Inc.).

Para evaluar la respuesta a la salinidad sobre el crecimiento de las plantulas, se agregaron
soluciones de cloruro de sodio (NaCl) al medio de germinacién, que tenian diferentes
conductividades eléctricas (3; 6; 9y 12 dS m™1), las que se determinaron con un conductimetro

digital EC-CO Leitfahigkeit.

3. 4. 1. 4. Evaluaciones durante la germinacion

Los conteos se realizaron en forma diaria durante un periodo de 14 dias, las plantulas no se
retiraron de las bandejas y su desarrollo se evalud al finalizar el ensayo. Se determiné el PG final
y la tasa del proceso. Para ello se calculé el tiempo medio de germinaciéon (TMG) como un
parametro estimativo de la velocidad de germinacién (Bradford et al, 1990, Mavi et al, 2010;
Romero-Murcia, 2019), mediante la formula [TMG = X ni x ti / £ nk], donde ti es el tiempo en
dias transcurrido para la germinacion en el dia i-ésimo, ni es el nimero de semillas germinadas
en el i-ésimo dia y k es la Ultima germinacion registrada (Tompsett y Pritchard, 1998). Con los

mismos datos se calculd el T50, definido como el tiempo en el que el 50% de las semillas
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germinaron, y considerado otro indicador de la tasa de germinacién. El cdlculo de este indice se
realizé ingresando por las curvas de germinacién a lo largo del tiempo realizadas a tal fin e

ingresando por el 50% sobre el eje y, donde se represento el PG.

Al finalizar el ensayo, 14 dias después de la siembra, se retiraron todas las plantulas y en 10
de ellas por bandeja, tomadas al azar, se midié la longitud aérea y radicular, su relacién y se
registrd el peso seco, luego de secarlas durante 48 h en estufa a 60 °C. También se determiné el

porcentaje de mortandad plantulas.

3. 4. 2. Implantacidn

Por otro lado, se realizdé un ensayo de implantacion, llevado a cabo en condiciones
semicontroladas en invernaculo (Departamento de Agronomia, UNS, Bahia Blanca). Se emplearon
recipientes de 600 ml de capacidad con suelo estéril de un horizonte A de la zona, seco y tamizado,
para el que se determind la capacidad de campo (Laboratorio de Analisis de Suelo, LANAIS, UNS-
CONICET). Se sembraron 10 semillas en cada recipiente, tanto sin acondicionar (testigo) como
semillas previamente sometidas a los tratamientos de priming seleccionados. Se realizaron 6
repeticiones por tratamiento y luego de la emergencia se dejaron dos plantulas por recipiente

(Figura 21).

Figura 21. Ensayo de implantacion. A. Detalle de las macetas de los distintos tratamientos de deficiencia de

agua y salinidad. B. Recipientes con plantas de mijo al finalizar el ensayo de implantacién
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El ensayo se considerd finalizado cuando las plantulas tenian al menos cuatro hojas (Ries y
Svejcar, 1991), luego de aproximadamente 24 dias después de la siembra, realizada el 15 de

octubre de 2015 y el 20 de octubre en 2016.

3. 4. 2. 1. Disponibilidad de agua y salinidad

Con el fin de evaluar la tolerancia de las plantulas de mijo perenne a condiciones limitantes se
establecieron distintos niveles de disponibilidad de agua y de salinidad, aplicando riegos
diferenciales. Los niveles de disponibilidad de agua se aplicaron agregando el agua necesaria para
mantener el suelo del recipiente a capacidad de campo (CC), y dos niveles con menor disponibilidad
hidrica, con la mitad (50%CC) y un cuarto (25%CC) del volumen necesario para llevar el suelo a
capacidad de campo, respectivamente. Para aplicar los tratamientos de salinidad, otros recipientes
fueron regados con soluciones de cloruro de sodio, cuyas conductividades eléctricas fueron 3; 6y
9 dS m%; se aplico el mismo volumen que en el tratamiento mantenido a capacidad de campo
(Figura 22). Estos tratamientos han sido aplicados en otras investigaciones realizadas por nuestro
grupo de trabajo en la UNS (Achilli et al, 2017; Baioni et al, 2017b; Comezaiia, 2014; Comezaia et
al, 2017; Graff, 2019; Graff et al, 2017; Mengato, 2014; Mengato et al, 20154, b, c, d; Orazi, 2014;
Orazi et al, 20174, b, c; Zuain, 2016).

Figura 22. Aplicacion de riegos diferenciales de deficiencia de agua y salinidad en el ensayo de
implantacion en condiciones semicontroladas.
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3. 4. 2. 2. Evaluaciones realizadas sobre las plantas

En cada tratamiento se registrd el tiempo de inicio de la emergencia, y se llevd un registro
diario de la aparicion y supervivencia de plantulas. Al finalizar se extrajeron las plantas y se
determind el nimero de hojas (vivas y muertas), la longitud aérea y radical, el peso seco aéreo y
radical y su relacién. Ademas, se evalué el contenido relativo de acgua (CRA) y la estabilidad relativa
de membranas celulares (ERM) en las plantas, asi como la conductividad eléctrica (CE) y relacién

de absorcidon de sodio en el suelo.

Para evaluar el efecto de los tratamientos de riego se determiné el estado hidrico de las
plantas mediante el contenido relativo de agua (CRA), que es un indicador del grado de saturacién
hidrica de los tejidos (Barrs y Weatherley, 1962). Se procedié cortando una lamina de la anteultima
hoja expandida, de 10 a 15 cm de longitud, de 4 plantas por tratamiento. Luego del corte, se tomd
inmediatamente el peso fresco (PF) en una balanza analitica y luego se hidratd en agua destilada
manteniendo los recipientes en oscuridad y en heladera, durante 24 hs, para obtener el peso
turgente (PT) o a maxima turgencia del tejido. Posteriormente, las muestras se colocaron en sobres
de papel y se secaron en estufa a 60 £ 5 °C hasta peso constante, luego de lo cual se determiné su
peso seco (PS). El contenido relativo de agua de la hoja se calculd utilizando la férmula:

CRA = [(PF = PS) / (PT = PS)] x 100.

A fin de analizar el grado de dafio causado por los tratamientos sobre los tejidos se evalud la
estabilidad relativa de las membranas celulares (ERM) que expresa la pérdida de solutos en
secciones de hoja. Para ello se cortan |laminas foliares de los distintos tratamientos, que son
seccionadas en segmentos, se colocan en agua destilada durante 4 hs a Bafio Maria (adaptado de
Bajji et al, 2001), se realiza una medicidn de la conductividad eléctrica del medio donde estan los
segmentos foliares luego de 1 hora y luego de 4 horas. Con esta determinacién se evalua el
deterioro en las membranas celulares causado por el estrés hidrico y la salinidad, ya que una
menor integridad de las membranas se reflejara en una mayor pérdida de solutos por parte del
tejido, con el consecuente aumento de la conductividad eléctrica del agua donde se incubaron. La
estabilidad de las membranas se expreso de acuerdo a la siguiente ecuaciéon: ERM (%) = [CE; ¥100]
/ CEz, donde ERM es la estabilidad relativa de membranas, CE; es la conductividad eléctrica inicial

y CEs es la final (Figura 23).
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Figura 23. Incubacidn de secciones de hoja en
agua destilada para determinacién de
estabilidad de membranas celulares.

Para determinar el efecto acumulativo de solutos causado por los riegos con soluciones
salinas al finalizar el ensayo se determinaron la conductividad eléctrica (CE) y la relacion de
absorcion de sodio (RAS) del suelo en el tratamiento testigo (riego a CC) y en los distintos

tratamientos regados con soluciones de NaCl.

Para la determinacion de la CE se tomaron muestras del suelo homogeneizadas y tamizadas.
Posteriormente se les agregd agua destilada hasta formar una pasta saturada, en cuyo extracto de
saturacién fue medida la CE con un conductimetro. Los valores obtenidos fueron corregidos a 25°C.
La determinacion del RAS fue realizada por el Laboratorio de Analisis Quimico LANAQUI (CERZOS-
CONICET-UNS). Con el objetivo de comparar los valores obtenidos con los de referencia de la FAO
para suelos sddicos, los valores de RAS fueron llevados a porcentaje de sodio intercambiable (PSI)

con la siguiente féormula (Badia Villas, 1992):

_100(—0.0126 + 0.01475RAS)

PSI =
1+ (—0.0126 + 0.01475RAS)

Analisis estadistico

Se evalud la normalidad de los datos mediante la prueba de Shapiro-Wilks (modificada) (p<
0,05) y se analizaron estadisticamente utilizando el tests de ANOVA. La comparacién de medias se
realizé6 mediante el test de diferencias minimas significativas (LSD) de Fisher 5%. Se utilizo el

programa informatico InfoStat (Di Renzo et al, 2015).
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3. 5. Resultados y Discusion

3. 5. 1. Efecto del acondicionamiento en la germinacidon y desarrollo de plantulas de P.
coloratum bajo condiciones de deficiencia de agua y salinidad

3. 5. 1. 1. Ensayo realizado en 2015

A lo largo del ensayo se evalué la capacidad germinativa mediante la determinacion del
poder germinativo (PG) y del tiempo medio de germinacién (TMG), que es uno de los indices
con el que se puede evaluar de la velocidad y grado de dispersién de la germinacion de un lote

de semillas, expresado en dias.

En el capitulo anterior, al analizar los graficos de germinacién a lo largo del tiempo (Figuras
11 a 18), se observd que la pendiente inicial de las curvas correspondientes a los
acondicionamientos era muy pronunciada en los primeros dias de evaluacion, reflejando un
gran vigor de los lotes y una rdpida respuesta germinativa en los primeros conteos. También se
discutio que el PG obtenido con los diferentes tratamientos de priming superd de 3 a 4 veces el
correspondiente al tratamiento testigo (sin acondicionamiento) en el conteo del cuarto dia, que
podria considerarse como el correspondiente a la energia germinativa, tal como se comprobé
al evaluar la germinacion acumulada (Figura 23). Claramente estos beneficios que genera el
priming en el tiempo requerido para germinar deberian verse reflejados en el TMG como

indicador de la velocidad del proceso.

Al analizar los valores calculados para el TMG se observd que en las semillas sin
acondicionamiento previo (SP) el valor de este este indicador superd los ocho dias y llegé a mas
de 13 en la condicién mas limitante de -1,5 MPa (Tabla 8). Cabe recordar que las semillas eran
nuevas y, tal como se menciond en el capitulo anterior, tenian un alto grado de dormicién que
también puede haber sido una de las causas en la demora de la germinacién. En semillas
acondicionadas del mismo lote dicho periodo se redujo a la mitad o menos del TMG requerido

por el tratamiento SP. Asi, por ejemplo, en el medio con 0 MPa para los tratamientos de HP y
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OP se obtuvieron valores de TMG que fueron 50% mas bajos que el calculado para el SP y en el

caso del MPr fue un 60% menor.

Tabla 8. Porcentaje de germinacion (PG), tiempo medio de germinacién (TMG), longitud aérea (LA), longitud
radicular (LR), relacion entre longitud aérea y radical (LA/LR) y peso seco de la plantulas para tratamientos sin
priming (SP), con hidropriming (HP) durante 12 h a 25 °C, con matripriming rdpido (MPr) durante 12 h a 25°C
y con osmopriming con cloruro de calcio (OP CaCl;) durante 24 h a 25 °C, en el ensayo en condiciones
controladas, afio 2015.

TRATAMIENTOS PG(%) | TMG(dias)| LA(em) | LR(em) | LA/LR | PS(mg)
0 MPa 20.55c* 8,6 bc 8,2ab 7.0bc 1,2%* 20b
0,25MPa_| 19,71c 8,8 bc 9,2 ab 8,0 be 1,1 19b
0,50 MPa | 15,23 cd 7,9b 7,1b 6,7 be 1,1 19b
-0,73 MPa 10,77 cd 10,2 be 7.0b 7.9 bc 0,5 12 bc
-1,00 MPa 893d 10,5 be 54cC 8,5¢C 0,8 11 bc

SP 1,50 MPa | 8,44d 13,5 d 50¢ 62¢ 0,8 7¢c
2 ds m-? 2046 ¢ 2,4 bc 8,5ab 82b 1,0 21b
6 dS m-! 18,07 ¢ 8,6 bc 8,0 ab 10,2 ab 0,8 18 ab
3 ds m-! 16,28 ¢ 9,9 be 7,6 ab 8,6b 0,9 16 be
12 dS m-! 11,40 cd 10,2 be 6,7b 7.2 bc 0,5 10¢c
0 MPa 63,12a 4,2a 11,5a 16,1 a 0,7 31 ab
-0,23 MPa 63,33 a 4.4a 11,5a 17,8a 0,6 31ab
050 MPa | 59,44ab | 5,7ab 10,8 a 15,5 a 0,7 25 ab
0,75MPa | 54,16ab | 5,5ab 10,8 a 13,1ab 0,8 24 ab
HP -1,00 MPa 48,91 ab 7.8b 8,4 ab 85h 1,0 19b
-1,50 MPa 43,07 b 9,6 bc 7,7 ab 7.3 bc 1,0 18b
12 h25°C
3 ds m-! 02,204 3,8a 11,7 a 15,8 a 0,7 30 ab
& ds m- 80,84 a 4.7 a 11,1a 15,0a 0,7 28 ab
3 ds m-! 56,77 ab 5,7 ab 10,0 a 8,8b 1,1 28 ab
12dsm-' | 49,62ab 7,9b 8,8 ab 9,3b 0,9 25 ab
0 MPa 68,99 a 3,3a 16,2 a 14,0 3 1,2 458
0,25MPa | 68,02a 3,6a 12,6 a 10,1 ab 1,2 40a
-0,50 MPa 05,12 a 4,2 a 10,9 a 10,8 ab 1,0 40 a
-0,73 MPa 80,74 a 4,1a 11,6a 12,0 ab 1,0 35 ab
MEr  [“Loompa | S423ab | 5.6ab 9,0 ab 8,5b 1,1 34 ab
-1,50 MPa 51,75 ab 28 bc 8,5ab 7.2 bc 1,2 29 ab
12 h25°C
3dsm-! 68,10 a 3,9a 15,8 a 12,3 ab 1,3 41a
6 ds m-! 0b,43 a 5,0a 13,2 a 15,1a 0,5 39 a
9 ds m- 00,39 a 4.8a 10,6 a 10,0 ab 1,1 35 ab
12dsm-' | 56,33a 76b 10,4 a 10,2 ab 1,0 34 ab
0 MPa 62,61a 4.5a 12,64 11,3 ab 1,1 34 ab
0,25MPa | 60,80a 43a 11,8 a 11,0 ab 1,1 31ab
0,50 MPa | 56,37 ab 45a 11,03 11,0 ab 1,0 28 ab
-0,73 MPa 50,05 ab 6,2 ab 11,1a 12,3 ab 0,5 27 ab
OP Cacl, -1,00 MPa 46,86 b 8,5 bc 8,1ab 80b 1,0 27 ab
1,50 MPa | 40,50b 8,3 he 7,1b 8,5b 0,8 20b
24h 25°C
3 ds m-* 80,70 a d4.6a 13,1a 10,1 ab 1,3 30 ab
6 ds m-! 58,45 a 4,8a 12,8 a 10,5 ab 1,2 30 ab
9 ds m-! 57,30a 5,5 ab 11,13 10,0 ab 1,1 26 ab
12 ds m-! 48.88 ab 23 bc 10,6a 9.1b 1,2 24 ab

*Promedio en una columna seguidos por la misma letra no difieren significativamente con la prueba de LSD al 5%.
** Promedios no seguidos por letras no difirieron entre si con la prueba de LSD al 5%.
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Mc Donald (2000) menciona que el priming puede romper la dormicién en varias especies,
en especial aquellas que tienen embriones inmaduros, lo que podria explicar los resultados

obtenidos en semillas acondicionadas.

Por otro lado, cuando se registro el efecto de la deficiencia hidrica o la salinidad durante la
germinacion, se observé un incremento en el TMG tanto en semillas acondicionadas como sin
acondicionar, sin embargo, dicho efecto fue mucho mdas marcado en semillas sin priming (SP).
La deficiencia hidrica llegd a posponer la germinacién en mds de 50% del tiempo requerido en
el medio sin restricciones de agua (en 0 MPa), como se observé para la condicidon de estrés
hidrico severo con -1,5 MPa, que fue el tratamiento en el que se notd la demora mas
importante. La salinidad también produjo un aumento en el TMG, aunque menor que los

causados por los tratamientos de deficiencia de agua con PEG 6000 en el medio.

Respecto a la eficiencia de los tratamientos de acondicionamiento sobre el TMG se pudo
observar que no hubo diferencias estadisticas entre los mismos y que mostraron mayor
tolerancia ante deficiencias hidricas como a salinidades leves y moderadas respecto de los
mayores TMG registrados para el tratamiento testigo (SP). Condiciones comparables a los bajos
potenciales hidricos aplicados, de -1,0 y en especial de -1,5 MPa se corresponden a condiciones
de sequia severa, que dificultan la germinacion y el crecimiento de especies meséfitas. Sin
embargo, se notd que en dichas condiciones, aln con la duplicacién del TMG y reducciones del
orden del 50% en el PG, el acondicionamiento proporcioné una ventaja frente a condiciones
limitantes respecto de las semillas sin priming (SP), que germinaron en bajo porcentaje y en un
periodo mucho mas extenso de tiempo, como indican sus valores de PG y TMG calculados (Tabla

8).

Estas observaciones concuerdan por la informado en diferentes publicaciones respecto a
gue el acondicionamiento de las semillas reduce el TMG y que dicho periodo se correlaciona
estrecha y directamente con el tiempo de implantacion a campo (Amjad et al, 2007,
Hacisalihoglu y Ross, 2010; Mauromicale y Cavallaro, 1995; Mavi et al, 2010; Soltani et al, 2015).
Lograr una germinacién rapida y uniforme es uno de los desafios mds importantes en el

establecimiento de pasturas, por lo cual la reduccién en el TMG y en el periodo de emergencia
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es una de las principales ventajas de la aplicacion de acondicionamiento de semillas

(Hacisalihoglu y Ross, 2010).

El TMG es un parametro ampliamente utilizado para comparar la respuesta germinativa de
semillas bajo diferentes condiciones, y es similar en su forma de calcularlo al IVG (indice de
velocidad de germinacién) propuesto por Maguire (1962). Sin embargo, se ha sefialado que no
representa el tiempo real del proceso sino solo un indicador de su velocidad (Soltani et al, 2015).
Desde el punto de vista estadistico el TMG ha tenido criticas porque puede acarrear problemas
de interpretacion, ya que no informa el tiempo desde el inicio de la imbibicidn hasta un
porcentaje especifico de germinacién. La distribucidn de los datos ocasiona que el uso del TGM
no se ajuste totalmente a los supuestos para aplicar ANOVA, post-ANOVA u otras pruebas de
comparacion, justamente porque no muestra el tiempo para alcanzar porcentaje de
germinacidn fijo. De alli que otros trabajos citan que el tiempo de germinacién de la media del
lote (T50) es un parametro que se ajusta mejor para evaluar la duracién del proceso de
germinacién. El T50 expresa el tiempo requerido para que germine la mitad de las semillas
viables del lote, es decir que se refiere a un porcentaje fijo y no a un tiempo, que siempre es

variable cuando la semilla es sometida a distintas situaciones.

Cuando se analizé el T50 con los datos obtenidos en el presente ensayo, la tendencia de los
resultados no cambid significativamente, y tampoco se modificd la interpretacién de la
respuesta de dicho indice por aplicacién de la deficiencia de agua y la salinidad respecto de lo
analizado para el TMG. Es decir que TMG y el T50 fueron muy similares (datos no presentados)
y se modificaron de manera casi idéntica al aplicar los distintos tratamientos hidricos y salinos
en los medios de germinacion. Por otro lado, en la bibliografia consultada sobre investigaciones
donde se desarrollaron estudios similares a los descriptos en este ensayo, solo se calculd el TMG
ya que se considera un indicador adecuado de la tasa o velocidad del proceso germinativo
(Bradford et al, 1990, Hameed et al, 2013; Hacisalihoglu y Ross, 2010, Khajeh Hosseini et al.,
2003; 2009; Matthews y Khajeh Hosseini, 2007; Mavi et al, 2010; Romero-Murcia, 2019). Mavi
et al (2010) sostienen que el TMG se correlaciona con el tiempo de emergencia en laboratorio
y a campo y con la edad del lote de semillas por lo cual refleja adecuadamente la performance

de las semillas en distintas especies horticolas. Otros autores indicaron que TMG demuestra el
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comportamiento de la implantacidn del cultivo, tanto en términos de la tasa de emergencia, el
recuento final y el tamafio de la plantula (Ellis y Roberts, 1980; Guy y Black, 1998; Bailly et al.,
2002).

3. 5. 1. 2. Efecto del acondicionamiento y las condiciones de deficiencia de agua y salinidad
sobre el crecimiento de las plantulas de P. coloratum

Otros parametros evaluados en el mismo ensayo fueron la longitud aérea y radical de las
plantulas, como medidas del crecimiento en relacién a los acondicionamientos y a los

tratamientos de deficiencia de agua y salinidad, luego de 14 dias de comenzado el ensayo.

En relacion al crecimiento de la parte aérea (LA) los mayores valores se lograron con el
tratamiento de MPr, aunque no difirieron de los obtenidos con los otros acondicionamientos,
posiblemente porque el analisis estadistico incluyd los valores del tratamiento testigo (SP), muy
inferiores a los demas, lo que aumenté la dispersién de los datos. Cuando se contrastaron las
mediciones de LA sin incluir al tratamiento SP, se puso de manifiesto la ganancia generada en
la longitud aérea por el MPr, que superd con diferencias significativas a los tratamientos de HP
y OP (datos no presentados). Con HP y OP el crecimiento de los epicétiles o coleoptiles no
mostré diferencias significativas cuando se compararon los diferentes medios de germinacién
entre si. En todos los casos la deficiencia de agua siempre causé una reduccién del crecimiento
mas severa que la salinidad, aunque la misma no fue significativa en varios casos. En los medios
con -1,0y -1,5 MPa las reducciones observadas en la LA fueron importantes, con una altura 30
a 50% menor por la baja disponibilidad de agua. La salinidad elevada también provoco
descensos en el crecimiento, que como maximo fueron del 30% respecto del medio con 0 MPa.
En base a estos resultados se puede suponer que, en suelos con conductividades eléctricas no
demasiado elevadas (por ejemplo, de hasta 6 dS m™), no se observarian descensos significativos
en el crecimiento aéreo de las plantulas si las semillas hubieran sido previamente
acondicionadas. Las reducciones causadas por las concentraciones salinas mas elevadas (como
9y 12 dS m) permitieron que los brotes aéreos crecieran de 10 a 30% mas que aquellos
sometidos a condiciones de restriccion hidrica muy severa (-1,0 y -1,5 MPa), lo que indicaria

una mayor tolerancia a una salinidad alta que a un déficit hidrico severo.
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Cuando se analizé el crecimiento de la radicula (LR) se encontré que con HP se habian
obtenido las mayores longitudes, que superaban de 10 a 30% los valores alcanzados por los
otros acondicionamientos en el medio con 0 MPa. El descenso en el crecimiento causado por la
deficiencia hidrica fue mayor en las radiculas que en los brotes aéreos. Cuando el potencial
hidrico fue de -0,75 MPa o mayor los valores de LR obtenidos no difirieron de los registrados en
el medio testigo (0 MPa), pero mayores restricciones de agua que -0,75 MPa tuvieron su
correlato en radiculas con menor longitud, con descensos de casi 50% en la LR. Por su lado,
salinidades leves y moderadas (3 y 6 dS m™) causaron una leve reduccidn en el crecimiento de
la radicula (de aproximadamente 10%), mientras que mayores conductividades provocaron

mermas del 10 al 50%, siendo el MPr el tratamiento menos afectado.

El tratamiento en el que se registraron las menores longitudes aéreas y radiculares fue en el
SP, que tuvo LA y LR 30 a 50% menores que los otros tratamientos, lo que pudo deberse al
retraso en la germinacién, ya que como se mencioné el TMG fue mas del doble para las semillas
sin acondicionar. Por otro lado, la reduccién provocada por la menor disponibilidad de agua y
de la salinidad no fue muy marcada, tal vez también a causa del retraso en el inicio de la
germinacién. Las condiciones mas restrictivas que se impusieron claramente retrasaron la
germinacién, pero luego afectaron marcadamente el crecimiento de las plantulas, y esto fue

mas evidente en el tratamiento sin acondicionamiento previo (SP).

La relacidn entre la longitud aérea vy la radical (LA/LR) suele calcularse como indicador de la
particidn de reservas en la plantula, es decir cual es de destino de los compuestos de reserva.
Lo que se observé en este ensayo fue que en las plantulas del tratamiento SP se redujo el
cociente LA/LR por efecto de la restriccion hidrica y de la salinidad, es decir que -si bien ambas
partes tuvieron un menor crecimiento- la parte aérea se vio mas afectada porque aunque se
reduce la velocidad de crecimiento se priorizo el crecimiento radicular. Las plantulas originadas
luego de aplicar los tratamientos de MPr y OP produjeron plantulas con similar desarrollo aéreo
y radical, ya que sus cocientes fueron cercanos a 1, mientras que el HP también favorecié el

crecimiento de la raiz, como en SP.

Luego de la germinacion, se observa un rapido crecimiento de la radicula, que asegura la

implantacion y posteriormente aparecen el coleoptile y el epicétile (Bewley, 2001). En
103



ambientes con restricciones hidricas, un mayor crecimiento radical puede resultar una ventaja
adaptativa, ya que la planta que logre desarrollar un sistema radical mas profundo y de mayor
superficie tiene mas posibilidad de captar el agua edéfica (Golberg et al, 2011). En esta
experiencia el acondicionamiento con HP mostré una tendencia a favorecer en mayor medida
el crecimiento radicular, con una raiz que a los 14 DDS llegd a ser hasta un 50% mas extensa
que el de plantulas en el tratamiento SP y de 10 a 30% mads extensas que las de los otros

acondicionamientos.

En la ultima columna de la Tabla 8 se presenta el peso seco (PS) de las plantulas, en el que
pude verse que el peso alcanzado en el tratamiento sin priming (SP) fue un 50 a 60% menor a
los correspondientes a los tratamientos acondicionados. Las plantulas en SP fueron de menor
longitud y peso seco, en especial cuando se aplicaron los tratamientos de estrés hidrico y
salinidad. Asi por ejemplo el descenso en el PS a causa de la deficiencia mas severa (-1,5 MPa)
fue del 65% en el peso de la plantula, sin embargo, hasta -1,0 MPa las reducciones en el PS no
mostraron diferencias significativas. El priming permitié un menor efecto del déficit hidrico en
el peso de la plantula, siendo el OP el que menos redujo el peso de las plantulas (42% en HP;
35% en MPry 12% en OP) cuando el potencial fue muy negativo (en -1,5 MPa). La aplicacion de
salinidad en el medio siempre afecté menos el PS que un bajo potencial agua cuando las
semillas se habian acondicionado, demostrando nuevamente la mayor tolerancia ante esta

condicidn que a la restriccidon de agua durante las etapas tempranas del desarrollo.

Los aspectos mencionados anteriormente, en relacidn al efecto de las condiciones limitantes
como déficit hidrico y salinidad, sobre el crecimiento de las plantulas de mijo perenne han sido
mencionados en estudios y publicaciones realizados por integrantes de nuestro equipo de
investigacion de la Universidad Nacional del Sur (Achili, 2017; Baioni et al; 2017a; Baioni et al,
2017b; Di Paolo, 2019; Mengatto, 2014; Mengatto et al, 2015a; Mengatto et al, 2015b,
Mengatto et al, 2015c, Mengatto et al, 2015d; Orazi, 2014; Orazi et al, 2015a; Orazi et al, 2015b;
Orazi et al, 2015c; Zuain; 2016). Incluso otras especies megatérmicas han mostrado respuestas
similares en cuanto a la mayor tolerancia a la salinidad respecto de la deficiencia hidrica durante

etapas iniciales del desarrollo (Comezaiia et al, 2017; Fioretti et al, 2017).
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3. 5. 1. 2. Ensayo realizado en 2016

Cuando este ensayo se realizdé en 2016 con semillas que tenian un menor grado de dormicion
se observd que ademds de aumentar su PG se registré un incremento en la velocidad de
germinacién, evaluada a través del TMG. Este indice se redujo en forma significativa ain en las
semillas sin acondicionamiento (SP) (Tabla 9), ya que en todos los tratamientos se obtuvo un
TMG que fue de 2 a 3 dias menor que en 2015. Aun en el medio sin limitacion hidrica (0 MPa)
las semillas SP tardaron casi el doble de tiempo para germinar que las semillas pretratadas. El
acondicionamiento no produjo diferencias de significacién entre HP, MPr y OP. Tal vez lo mas
destacable fue el efecto positivo del osmopriming con CaCl, en la tolerancia al déficit de agua,
gue permitid obtener valores de TMG mas bajos, 1 y 2 dias menores que con MPr y HP
respectivamente, aln cuando se sometié a las semillas al potencial agua mas negativo (-1,5

MPa).

Al igual que se menciond en el analisis de los resultados de la Tabla 8, al comparar todos los
datos de la columna del TMG de la Tabla 9, los correspondientes al tratamiento SP generaron
una mayor dispersion de los datos, que aumenté la varianza y por eso los valores

correspondientes a los tratamientos de priming no difirieron entre si.

La reduccion en el tiempo medio de germinacion (TMG) de las semillas mas maduras refleja
su aumento de vigor o invigorizacion (Blunk et al, 2019) en comparacién con las semillas nuevas
y dormantes testeadas en 2015. Ese menor tiempo requerido para reorganizar las estructuras

seminales y comenzar a germinar se vio reflejado en el mayor tamafio de las plantulas que se

registrd en este segundo ensayo. La longitud aérea (LA) se incrementd en 2 cm en promedio
respecto del afio anterior, que en plantulas de aproximadamente 10 a 16 cm representd un
aumento del 10 al 20 %. El tratamiento de OP fue para el que se calcularon los TMG mas bajos
(no siginificativos), que con bajas limitaciones del medio fue inferior a 3 dias; ese menor TMG
se reflejo en el tamafio de las plantulas, cuyos brotes fueron un 10 a 15% mas largos, sin
embargo, esa ganancia en LA tampoco resulté significativa, por lo que no se observaron

diferencias estadisticas entre los tratamientos de priming.
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Tabla 9. Porcentaje de germinacion (PG), tiempo medio de germinacién (TMG), longitud aérea (LA), longitud
radicular (LR), relacidn entre longitud aérea y radical (LA/LR) y peso seco de las plantulas para tratamientos
sin priming (SP), con hidropriming (HP) durante 12 h a 25 °C, con matripriming rapido (MPr) durante 12 h a
25 °Cy con osmopriming con cloruro de calcio (OP CaCly) durante 24 h a 25 °C, en el ensayo en condiciones
controladas, afio 2016.

TRATAMIENTOS PG(%) | TMGiss) | LA(em) | LR(cm) | LA/LR | PS(me)

0 MPa 51,50bc | 6,0 cd 10,3 b 11,8 bc 0,9%* 37 b

20,25 MPa | 50,66 bc 5,8 cd 5,9 b 12,0 be 0,8 28 b

0,50 MPa | 48,27 bc 6,7 cd 9,1 be 3,7 be 0,9 23 he

0,75 MPa_| 36,93 cd 5,0 de 2,4 bed 10,9 bc 0,8 20 be

1,00 MPa | 30,14 d 10,1 e 5.8 d 9,5 0,6 14c

sp 1,50 MPa | 25,00 d 10,6 6,0d 8,6C 0,7 12 ¢
3dsm- | 50,15 bc 6,0 cd 10,5b 2,2b 1,0 25 be

6dsm- | 4810 hc 6,0 cd 3,3 be 10,2 ab 0,8 26 be

5 ds m-! 42,03 ¢ 7,5 cde 2,6 bc 2.6b 0,9 18 he

12dsm- | 30,60d 2,1 cde 7,4 cd 7,2 be 0,9 14c

0 MPa 68,50 b 33a 1493 15,2 a 1,0 45 ab
0,25MPa | 66,00b 3,0a 13,9 ab 1562 0,9 43 ab

0,50 MPa | 6543 b 4032 12,8 ab 1453 0,9 38 ab

20,75 MPa | 54,22 bc 4032 12,0 ab 13,1ab 0,9 35ab

HP 1,00 MPa | 45,66 bc 55¢C 9,3 b 52 b 11 35ab
125 oc |L5OMPa [ 4658bed [ 7:2cde 3,8 be 3,7 be 1,0 28 b
3 ds m-! 63,11 b 29a 1503 1353 1,1 413

6 ds m-. 67,27b 3,03 1533 15,03 1,0 38 3

Sdsm- | 56,08 bc 45b 13,0 ab 10,2 b 1,2 36 ab

12dsm-! | 4563bcd | 3,9ab 11,3 ab 5,4 b 1,2 31 ab

0 MPa 83,563 3,0a 17,72 14,03 1,3 513

20,25 MPa | 80,16 a 283 17,62 13,7 ab 1,1 46 3

20,50 MPa_| 73,08 ab 33a 13,0 ab 13,3 ab 1,0 49 3

20,75 MPa | 66,27 b 3,8 ab 13,2 ab 12,8 ab 1,0 42 3

MEr 1,00 MPa | 51,04 be 45b 10,0 b 10,4 b 1,0 203
12 25 oc | 30MPa | 53,15 b 6,6 cd 5,6 b 5,6 b 1,0 32 ab
3 ds m-. 81,102 283 16,8 a 12,3 ab 1,4 50 3

6 ds m-. 20,68 a 3,03 16,2 a 1513 11 49 3

sdsm- | 71,61ab 3,53 1544 10,1 ab 1,5 42 3

12dsm! | 59,87b 3,9 ab 13,0 ab 10,2 ab 1,3 40 3

0 MPa 74,32 ab 2,73 18,2 a 14,6 ab 1,2 50 3

20,25 MPa_| 70,11 ab 27 a 18842 16,2 ab 1,2 46 3

20,50 MPa | 60,13 b 3,6 ab 1764 15,0 ab 1,2 45 3

20,75 MPa | 56,50 bc 3,7 ab 11,5abc | 14,5 ab 0,8 40 3

OPCaCl: 3 nompa | 40,00 cd 43 12,1 ab 11,0 b 1,1 36 ab
sah s oc |L30MPa | 3521 cde 5.4¢C 11,2 abc 5,6b 1,2 33ab
3 ds m-. 68,24 b 25a 1783 15,1 ab 1,2 47 3

6 dS m-. 58,38 b 253 16,84 14,7 ab 1,1 50 3

sdsm-' | 47,30 bed 3,2 ab 16,12 12,8 ab 1,2 44 3

12dsm-' | 29,16 cd 45b 12,6 ab 10,2 b 1,2 40 3

*Promedio en una columna seguidos por la misma letra no difieren significativamente con la prueba de LSD al 5%.
** Promedios no seguidos por letras no difirieron entre si con la prueba de LSD al 5%
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Al igual que se menciond para el ensayo del afo previo, los diferentes acondicionamientos
generaron importantes incrementos de PG y reducciones del TMG, pero ademas uno de los
principales beneficios del priming se manifiesta en la mayor tolerancia a las condiciones
limitantes de estrés hidrico y salino, ya que las mayores diferencias en ambos se observaron al
comparar la respuesta de semillas con y sin priming (SP) cuando se compararon los mismos

medios de germinacion.

También en este segundo analisis de las semillas se comprobd el acondicionamiento mejord
la respuesta a la salinidad mds que a la limitacidon de agua, con un crecimiento que en promedio
fue un 20% mayor en la parte aérea (LA) en los medios con salinidad respecto de los que

tuvieron déficit de agua.

Algo llamativo fue que cuando se compard la LR entre las plantulas de 2015 y 2016 se
observé que el tratamiento que mayor ganancia habia tenido era el sin acondicionar (SP),
mientras que las semillas acondicionadas produjeron plantulas con radiculas sin grandes
diferencias con las del afio anterior (diferencia de aproximadamente 10%). Esto podria deberse
al mayor grado de madurez de las semillas en el segundo afio de andlisis, también con un menor
grado de dormicién, que al germinar mas rdpidamente alcanzaron un mayor tamafio al
momento de la evaluacion. En 2016 la tendencia de los resultados favorecid al HP, que fue el
acondicionamiento con el que se obtuvieron radiculas de mayor longitud, pero este mayor
crecimiento no fue suficiente para que las diferencias se manifestaran en el analisis estadistico

de los datos.

La relacién LA/LR tampoco mostrd tendencias de interés en 2016, y los cocientes que se
obtuvieron fueron cercanos a 1 en todos los casos, demostrando un crecimiento similar entre
las partes aéreay la radical de las plantulas, sin que una de ellas traccione mas las reserva hacia
dicho sector. No se encontraron diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos,
sin embargo, se comprobd que las plantulas del segundo ensayo fueron mucho mds vigorosas

gue las de 2015.
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Lo mismo se comprobd cuando se registraron los pesos de las plantulas en 2016, que fue de
15 a 35% superior a sus correspondientes del afio previo. También se observé menor reduccién
en el PS a causa de la salinidad respecto de la deficiencia de agua. Las plantas que crecen con
una baja disponibilidad de agua reducen el crecimiento, que puede ser explicado a través de
pardmetros como la longitud o el peso. La menor turgencia celular reduce la expansidon mientras
gue la menor apertura estomadtica se relaciona con una reducida ganancia de peso por
asimilacion de fotoasimilados (Chaves et al, 2002; Hsiao, 1973; Turner 1996). Es por eso que las
plantulas sometidas a condiciones limitantes tuvieron menor longitud tanto aérea como radical
(crecimiento) y menor peso (PS), a causa de una limitacidn en la tasa fotosintética incipiente de

sus nuevas laminas foliares (el ensayo se realizé en cdmara con 12 hs de luz).

3. 5. 1. 3. Efecto del acondicionamiento sobre la mortandad de plantulas

Otro aspecto importante que se comparé entre ambos afios de ensayos fue el porcentaje de
mortandad de plantulas a causa de las condiciones limitantes impuestas. En el primer afio de
evaluaciones, en los tratamientos regados con los menores potenciales agua (-1,0 y -1,5 MPa)
y con la mayor conductividad eléctrica (12 dS m™?) se registrd una pérdida del 12 al 15% por la
mortandad de plantulas que no toleraron esas severas condiciones. En los demas tratamientos
el promedio de pérdida de plantulas fue menor al 5%. Por su parte, en 2016 la mortandad no
superd el 5% en ninguno de los tratamientos, y los medios que establecian las condiciones de

mayor estrés no tuvieron mas plantulas afectadas que los demas tratamientos.

108



3. 5. 2. Efecto del acondicionamiento durante la implantacion bajo condiciones de deficiencia de
agua y salinidad. Ensayo realizado en 2016

Con el fin de evaluar el efecto de la deficiencia hidrica y la salinidad sobre el desarrollo de las
plantulas originadas de semillas con y sin priming se condujo un ensayo en condiciones
semicontroladas. Las semillas fueron acondicionadas con tratamientos idénticos a los
examinados en el ensayo de germinacién antes descripto, es decir: hidropriming (HP) durante
12 h a 25 °C, matripriming rapido (MPr) durante 12 h a 25 °C, osmopriming con CaCl; al 2% (OP)
durante 24 h a 25 °C. Los niveles de disponibilidad de agua se aplicaron mediante 3 niveles de

riego: a capacidad de campo (CC), con la mitad (50% CC) y con la cuarta parte (25% CC).

Los resultados de cada uno de los puntos que se describen a continuacion se presentan en

la Tabla 10.

3. 5. 2. 1. Emergencia

En los diferentes tratamientos con y sin priming el tiempo promedio de emergencia (TE) (Tabla
10) se correlaciond con el tiempo medio de germinacion (TMG) que figura en la Tabla 9, pero
las semillas sembradas en suelo tardaron entre 1y 2,5 dias mas que en condiciones controladas
(ensayo anterior). Las semillas SP tardaron aproximadamente una semana en emerger cuando
la disponibilidad de agua fue adecuada (CC), una deficiencia severa (50% CC) causé una demora
de 1 dia y medio mas que no resulté significativa, mientras que con una deficiencia muy severa
(25% CC) se necesitd cinco dias y medio mas para lograr la emergencia. Las semillas
acondicionadas emergieron mas rapidamente, asi por ejemplo bajo condiciones de capacidad
de campo (CC) el tiempo requerido por las semillas acondicionadas fue de cuatro dias y medio
en promedio, no se encontraron diferencias entre los tratamientos. El déficit de agua también
causé demoras en el tiempo de emergencia en los tratamientos de acondicionamiento, pero de
menor magnitud que el observado en semillas sin acondicionar. Por ejemplo, las semillas con
priming tardaron en promedio ocho dias para emerger en los recipientes regados con el 25%
CC, es decir aproximadamente lo mismo que tardaron las semillas SP cuando no tuvieron déficit
hidrico (CC). Para semillas pretratadas, cuando el riego se realizé al 50% CC la emergencia solo

demord 1 dia y medio mas respecto de la registrada con el riego a CC.
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Estas observaciones demuestran que el acondicionamiento generd en las semillas el
desarrollo de mecanismos que les permitieron por un lado aumentar la velocidad de
germinacién y emergencia, y ademas tolerar una menor disponibilidad de agua con un impacto
mucho menor sobre dichos procesos. Bruce et al (2007) han sefialado que el priming genera en
las semillas una “capacidad de memoria”, como se menciond en Introduccidn de este capitulo,
y que estaria relacionada con modificaciones fisioldgicas en rutas de sefializacién (o alerta) o en
el aumento de factores de transcripcidon que sélo aparecerian bajo ciertas condiciones, como
un estrés. Esa capacidad de memoria podria aumentar la tolerancia a limitantes ambientales

como el déficit hidrico y la salinidad.

3. 5. 2. 2. Longitud aérea y radical

En las plantulas se observé que la longitud de la parte aérea (LA) superd a la radical (LR) en
40% en promedio, las diferencias no fueron significativas entre los tratamientos con y sin
priming. En las raices se encontraron diferencias entre los tratamientos, pero lo mas destacable
fue que en los tratamientos con priming la menor disponibilidad de agua y la salinidad
mostraron una tendencia a aumentar la longitud de la raiz, aunque en algunos casos el

incremento no fue significativo (Tabla 10).

Al comparar el desarrollo de las plantulas en los dos ensayos realizados en 2016, se advirtio
que las obtenidas en el ensayo de germinacidn en bandejas tuvieron un crecimiento radical (LR)
mayor o igual al de la parte aérea (LA). Esto puede explicarse porque en la primera etapa del
desarrollo posterior a la germinacién las plantulas priorizan el desarrollo radical, mientras que
luego comienza a crecer mas la parte aérea. El ensayo de germinacion se condujo durante 14
dias mientras que el de implantacién tuvo 24 dias de duracién, y esos 10 dias mas de
crecimiento junto con las condiciones bajo las cuales se realizd cada ensayo causaron las
diferencias observadas. También ese mayor crecimiento de LA se reflejo en la relacion LA/LR,
que en este ensayo (implantacion) tuvo valores superiores a 1 (uno), mientras que en
condiciones controladas solo se superé cuando el acondicionamiento estimuld el crecimiento
de toda la plantula, en especial en los tratamientos de MPr y OP (Tabla 10). Las plantulas de los
tratamientos con priming tuvieron cocientes LA/LR casi siempre mayores que 1.
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3. 5. 2. 3. Peso seco aéreo y radical

El peso seco de la parte aérea (PSA) (Tabla 10) de las plantulas en los tratamientos de
acondicionamiento superé significativamente al del tratamiento sin priming (SP). Cuando se
compard la reduccidon que causaba el déficit de agua en el PSA se pudo comprobar que las
plantas del tratamietno sin priming (SP) con el menor riego (25% CC) pesaron un 60% menos
que las regadas a capacidad de campo (CC), mientras que en los tratamientos acondicionados

dicho descenso fue de 30% por la falta de agua.

La salinidad también redujo el PSA, en el caso del tratamiento SP la diferencia fue de 50% entre
los tratamientos regados a CC y con 9 dS m™, pero el acondicionamiento permitié que esa

reduccion fuera cercana a 30% en promedio (Tabla 10).

Por su parte el peso seco radical (PSR) mostré menor reduccidn que el de la parte aérea a causa
del estrés hidrico y la salinidad, cuando se compararon los mismos tratamientos. El PSR de las
plantas del tratamiento sin priming (SP) fue un 30% menor aun con buen riego (CC) y 50% menor
cuando se limité el riego. El PSR en el tratamiento SP fue similar al que tuvieron las plantas de los
tratamientos con priming en la condicion de 25% CC: Es decir que el priming favorecio el peso del
sistema radical aun con limitacion en el riego, ya que las plantas de los tratamientos
acondicionados fueron dos (2) veces mds pesadas que las SP para la condicién hidrica de 25% CC.
Esa duplicacidn en el PSR en los tratamientos con priming, respecto del tratamiento sin priming
(SP), no se correspondid con un aumento en la longitud radical de la misma magnitud, lo que
indicaria que el sistema radical es mas desarrollado por tener mayor peso (mayor densidad de
raices) y no por ser mas profundo, al menos en esta etapa temprana del desarrollo (24 DDS).
Gracias a ello las plantas originadas de semillas acondicionadas podrian tener una ventaja
competitiva al presentar sistemas radicales con mayor superficie y capacidad de absorcion de agua

y, por tanto, un potencial de desarrollo mayor que si no se acondicionan previamente las semillas.

Los cocientes PSA/PSR no difirieron entre los distintos tratamientos de riego ni de
acondicionamientos, sin embargo, se observd que la relaciéon descendia cuando se aplicaba
restriccion o cuando aumentaba la salinidad en el riego. Dicha disminucién indica que bajo

condiciones limitantes se destinan mas fotoasimilados y reservas para asegurar el desarrollo radical
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en la etapa inicial de crecimiento luego de la implantaciéon. Por otro lado, un mayor desarrollo
radical también garantiza el que pueda crecer adecuadamente la parte aérea de la planta, como ya

se discutid cuando se analizaron los datos de LA y PSA.

3. 5. 2. 4. Contenido hidrico

El estado hidrico de las plantas, evaluado a través del contenido relativo de agua (CRA) (Tabla
10) fue éptimo en el tratamiento control, regado a capacidad de campo (CC) para cada tipo de
acondicionamiento (con y sin priming), ya que superaron contenidos del 93%. La restriccién en el
riego causo descensos significativos en el estado hidrico en todos los tratamientos; asi por ejemplo,
en el tratamiento no acondicionado (SP) el riego minimo (25% CC) provocé que el CRA bajara un
20% (17 puntos porcentuales) y la mayor salinidad (9 dS m™) lo redujo 18% (mas de 10 puntos
porcentuales). Por su parte el CRA en los tratamientos regados con contenido salino bajo (3 dS m-
1) y medio (6 dS m™) nunca difirié del riego a CC. En todos los tratamientos se observé un leve
descenso en el CRA por efecto de la salinidad hasta 6 dS m™, pero la caida en el valor fue menor en
los tratamientos con acondicionamiento pregerminativo respecto del sin acondicionar (SP). Sin
embargo, el riego con 9 dS m™ causé un descenso del contenido hidrico que en algunos casos

resulté significativo, excepto en el tratamiento de osmopriming.
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Tabla 10. Tiempo promedio de emergencia (TE), porcentaje de hojas vivas (HV), longitud aérea (LA), longitud radical (LR), relaciéon
entre longitud aérea y radical (LA/LR), peso seco aéreo (PSA), peso seco radical (PSR), relacién entre el peso seco aéreo y radical
(PSA/PSR), contenido relativo de agua (CRA) y estabilidad relativa de membranas (ERM) de las plantulas para tratamientos sin
acondicionar (SP). con hidropriming (HP) durante 12 h a 25 °C, con matripriming rapido (MPr) durante 12 ha 25 °Cy con osmopriming

con cloruro de calcio (OP CaCl,) durante 24 h a 25 °C, en el ensayo en condiciones controladas, afio 2016.

Acmi{:::z"a' Riegos TE (dias)| HV (%) | LA(em)| LR(em)| LA/LR | PSA (mg)| PSR (mg) PSA/PSR| CRA (%) | ERM(%)
Control 76b* | 100,0a | 222ab| 13,0b 17a | 29bc | 3lb 1,3 | 9325a | 23,254
50% CC 90bc | 1000a| 191b | 1L3bc | 17a | 22¢d | 19¢ 1,2 | 823ab | 4847c
25% CC 13,0c | 706¢ | 1L0c | s0¢c 12a | 15d | 18¢ 08 | 7610c | 61,02d
sP 3dS m? 7,2b | 1000a | 222ab]| 12,7b 172 | 30¢c 26 be 1,2 | 9L,11a | 23,11a
6 ds mL 92bg | 955a | 205ab| 140ab| 15a | 22cc | 27he 08 | 8556ab | 35,442
9 ds m? 105bc | 77,5¢c | 162bc | 11,3bc| 1L4a | 20cd | 18c 1,0 | 8287b | 43,80b
Control 443 1000a | 264a | 163ab| 16a | 57a | 4lab 14 | 94553 | 20,102
50% CC 59ab | 97,8a | 228ab| 182a 13a | 43bc | 39ab 1,1 | 8800ab | 33,252
25% CC 84b 83,8b | 204ab| 156ab| 13a | 40bc | 40ab 1,0 | 81,26b | 40,98b
HP 3ds m? 453 1000a | 257a | 166ab| 15a | 52ab | 35b 1,5 | 9505a | 21,102
6 ds m 55ab | 97,5a | 240ab| 154ab| 16a | 49abc| 43ab 1,1 | 90,12ab | 29,422
9 ds m1 67ab | 90,1ab| 21,1ab| 150ab| 14a | 4lbc | 33ab 1,1 | 87,9ab | 27,21ab
Control 422 1000a | 266a | 164ab| 16a | 67a 522 1,3 | 9520a | 20224
50% CC 55a 9g,0a | 23,5ab| 19,52 12a | 55ab | 40ab 14 | 89,26ab | 25,10ab
25% CC 81b 857b | 21,0ab| 17,0ab| 12a | 48abc| 42ab 1,1 | 82,40b | 40,00ab
MEPx 3ds m? ala 1000a | 264a | 156ab| 172 | 64a 39 ab 1,6 | 93,002 | 3141a
6 ds mL 53a 97,4a | 255a | 17.2a 15a | 6la 39 ab 1,6 | 91,70a | 33,502
9 ds m 7,41 92,0ab| 220ab | 141ab| 16a | so0ab | 4sab 11 | 8503b | 26884b
Control 52a 94,5a | 252a | 141ab| 18a | 60a | 40ab 1,5 | 9466a | 29,302
50% CC 6,0ab | 100,0a | 21,7ab| 166ab| 13a | 50ab | 4lab 1,1 | 8880ab | 36,70ab
25% CC 8,6 88,6b | 200ab| 143ab| 1Lda | 43bc | 40ab 1,0 | 8433b | 41,50b
OF 3ds m? 552 1000 a| 240a | 168ab| 14a | 64a | 4sab 14 | 9600a | 20,702
6 dS m1 68ab | 976a | 226ab| 205a 1,1a | 52ab | 49a 11 | 92,133 | 22452
9 ds m1 8,0b 89,2ab| 20,2ab| 164ab| 12a | 48abc| 492 1,0 | 87,90ab | 26,22 ab

*Promedio en una columna seguidos por la misma letra no difieren significativamente con la prueba de LSD al 5%.
** Promedios no seguidos por letras no difirieron entre si con la prueba de LSD al 5%.
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3. 5. 2. 5. Estabilidad de las membrans plasmaticas

La estabilidad de membranas se utiliza en tejidos vegetales y en semillas como un indicador
de la integridad del plasmalema. Bajji et al (2001) proponen que el mantenimiento de la
integridad de las membranas bajo condiciones de estrés hidrico puede considerarse un rasgo
asociado a la tolerancia de las plantas a dicha condicién. El grado de dafio causado por distintos
agentes o de la capacidad de reorganizar tejidos deshidratados en semillas puede evaluarse
estimando la pérdida de electrolitos con la determinacion de la conductividad eléctrica del
medio en el que se incuban secciones de tejido estudiado. Esta técnica ha sido aplicada para
evaluar el efecto de distintos factores abidticos, entre ellos el estrés salino (Chen et al, 1999;
Sreenivasulu et al, 2000). La adaptacion de la técnica propuesta por Bajji et al (2001) y empleada
en este ensayo ha sido utilizada en otros trabajos (Comezaiia, 2014; Ferndndez Moroni, 2016)
y consiste en evaluar la pérdida de electrolitos en secciones de hojas para los distintos

tratamientos (Figura 25).

La estabilidad de las membranas celulares (ERM) se expresé en porcentaje comparando dos
mediciones consecutivas de conductividad eléctrica (CE) luego de 4 horas de incubacién del
tejido en agua destilada (Tabla 24). El déficit de agua mas severo causé aumentos significativos
de la CE. Las lecturas tomadas en plantas del tratamiento SP regadas con 50% CC y 25% CC
fueron significativamente mayores que las obtenidas para dicho tratamiento cuando se regd a
CC, indicando un alto grado de pérdida de integridad de membranas en esos tejidos a causa del
estrés hidrico. El efecto de la salinidad tuvo un impacto menor sobre la estabilidad de las
membranas, con diferencias no significativas en general. Los acondicionamientos permitieron
obtener plantas con tejidos mas tolerantes al déficit de agua y a la salinidad, ya que en la
mayoria de los casos los aumentos registrados en la CE no resultaron de significacion
estadistica. En las plantas de los tratamientos con priming el mayor efecto perjudicial sobre las

membranas lo causé el riego con el 25% CC.
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3. 5. 2. 6. Mortandad de plantulas

En el ensayo en invernaculo no se registr6 mortandad de plantulas por efecto del déficit
hidrico o la salinidad. Probablemente las semillas menos vigorosas de cada tratamiento no
pudieron germinary las que lo hicieron se mantuvieron vivas todo el ensayo, aunque se observé
gue el crecimiento y la ganancia de peso fue mas reducido en condiciones limitantes y en el
tratamiento sin priming (SP). De todos modos, aunque las plantas sobrevivieron a los
tratamientos aplicados, las que se regaron con 25% CC tuvieron un crecimiento muy limitado,

sus hojas no se expandieron y se encontraban muy deshidratadas (Figura 24).

Figura 24: Comparacion de las plantas de los distintos tratamientos antes de finalizar y retirarlas de
los recipientes (izquierda), y luego de retirarlas durante la evaluacion (derecha).

Control

3. 5. 2. 7. Efecto del riego sobre RAS, PSI y CE

Cuando finalizé el ensayo, se extrajeron las plantas de los recipientes y en el suelo se
evaluaron: la relacién de adsorcion de sodio intercambiable (RAS) (en miliequivalentes I2)
en el extracto (solucién), el porcentaje de sodio intercambiable (PSI) (en %) (que representa

la proporcion de sodio respecto de los demds cationes adsorbidos) y la conductividad
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eléctrica (CE) de dicho extracto. Se comprobd que la RAS y el PSI aumentaron en forma
significativa por efecto de los riegos con soluciones salinas (Figura 25). En el suelo regado
con 3 dS m™* ambas determinaciones triplicaron su valor respecto del suelo regado a
capacidad de campo (CC) mientras que la CE se incrementd cinco veces. El riego con
soluciones sddicas de 6 dS m™ causé aumentos de: 5 veces en la RAS, 4 veces en el PSly 10
veces en la CE cuando se lo comparé con el suelo regado a CC. Obviamente los mayores
incrementos se encontraron con el riego que tuvo 9 dS m, que incrementd 9 veces la RAS,
5 veces el PSl y casi 13 veces la CE. Los valores de PSI y de CE obtenidos se explican por el
tipo de suelo utilizado, correspondiente a un horizonte A de la zona -donde los suelos son
mayormente arenosos-, ya que si se hubiera trabajado con un suelo mas pesado la cantidad
de sodio retenido hubiera causado incrementos mayores en las lecturas de todos los

parametros.

Figura 25. Relacidn de sodio intercambiable (RAS) (meq I?), porcentaje de sodio intercambiable (PSI)
(%) y conductividad eléctrica (CE ) (dS m™) a 25 °C de los extractos de suelos en los tratamientos
regados con soluciones salinas, ensayo de implantacidn en invernaculo, afio 2016.

RAS mPSI CE (25°C)

Control 3dSmt 6dSmt 9dSmt

Los suelos sédicos son aquellos que tienen valores de PSI superiores a 15 (Massoud,
1971), por lo que se puede decir que luego de regar con soluciones de NaCl las macetas de

los tratamientos de salinidad todos superaron ampliamente dicho limite, y podrian
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encuadrarse en las categorias de fuertemente sddicos (PSI de 20 a 30%) o extremadamente

sddicos (PSI > 30%), como se encontrd para los riegos con 6 y 9 dS m, respectivamente.

Aun con esos valores tan elevados de sodicidad las plantas de mijo perenne
sobrevivieron y crecieron no sin impacto en los pardmetos evaluados para comparar el
crecimiento y la tolerancia a dichas condiciones. Se pudo comprobar el mijo perenne tiene
una buena tolerancia a la salinidad, aunque por lo expuesto cuando se discutieron los datos
de la Tabla 10, no seria conveniente que la conductividad eléctrica supere los 6 dS m™. La
salinidad del agua subterranea de perforacion recomendada para riego es de 2,25 dS m*!
por el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA, United States Department
of Agriculture). En experiencias que se estan realizando en la zona de CORFO- Rio Colorado
(Corporacion de Fomento del Valle del Rio Colorado) se aplica riego con agua cuya
conductividad eléctrica es de 3 dS m™ para comparar la tolerancia de diferentes cultivos
(Ing. Agr. Pablo Zalba, comunicacion personal). Si en un futuro se tuviera que ampliar el area
de cultivo del mijo perenne hacia zonas muy marginales y fuera necesario aplicar riego, se
puede pensar que dichos niveles de salinidad serian tolerables para esta pastura, aunque la

respuesta a campo deberia estudiarse mas profundamente a nivel experimental.

La informacién obtenida en este capitulo permite la aceptacién de la hipdtesis
propuesta (pag. 91) referida a que el acondicionamiento de las semillas mediante priming
activa mecanismos que otorgan tolerancia a condiciones desfavorables durante la
germinacién e implantacion, tales como el déficit hidrico y la salinidad. El priming provoca
un conjunto de los cambios fisiolégicos denominado memoria de estrés que no sélo se
expresa en una mejor performance durante la germinacidn sino en etapas posteriores del

crecimiento, por lo cual sus beneficios no son exlusivamente a nivel germinativo.
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CAPITULO 4.

Maduracion y retencion de semillas

en mijo perenne
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4. 1. Introduccion

A medida que las sociedades humanas evolucionaron desde los albores de la aparicion del
hombre sobre la tierra, las plantas de su entorno evolucionaron a par. La transicién de la
recoleccidn de plantas silvestres a su cultivo implicd una creciente interaccién entre los
humanos y las plantas. Los cambios originados en las especies utilizadas por el hombre dieron
como resultado la domesticacidn de algunos cultivos, lo que demuestran el ingenio de aquellos
primeros agricultores convertidos asi en fitomejoradores. Sin embargo, a lo largo de una
historia de miles de afios muchas especies mantienen rasgos de acervo genético silvestre

(Vaughan et al, 2007).

Cuando los hombres se hicieron sedentarios y comenzaron a cultivar plantas y criar animales
en el Periodo Neolitico, empezaron a seleccionar cultivos cuyas semillas se mantuvieran en la
planta hasta que pudieran ser recolectadas. A eso debe que la historia misma de la humanidad
esté asociada a la seleccidn de especies que tengan una elevada retencion de sus semillas, que

aun hoy tiene tanta importancia (Kadkol et al., 1989).

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) ha
establecido que, de los 22 alimentos mds importantes para la humanidad, los tres principales
son cultivos de cosecha: el arroz, el trigo y el maiz, los que en conjunto superan a los 19
restantes, entre los que se encuentran alimentos de origen animal y vegetal. La seleccion de los
cereales ha generado gran interés por su aporte de calorias en la dieta humana (Emiliy et al,
2013), pero los forrajes también han sido de importancia en la selecciéon porque son la base

para la alimentacion del ganado doméstico (Purugganan y Fuller, 2009).

La domesticacidn de las especies ha causado cambios morfoldgicos vy fisiolégicos que dieron
lugar a modificaciones genéticas, estructurales y funcionales de las formas domesticadas. Al
conjunto de dichos cambios Hammer (1984) los denomind "sindrome de domesticacion" (en
aleman, citado por Di Vittori et al, 2019). Entre los cambios que se logran con este sindrome,
uno de los mas deseados constituye la reduccidén en la caida de semillas, aunque se debe
entender que la dispersion lejos de la planta madre permite aumentar la aptitud de la especie
para colonizar del ambiente, en términos de espacio y tiempo. Por ello, uno de los eventos mas

importantes en la domesticacion de cultivos de semillas es la retencion de semillas hasta la
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madurez de cosecha, y constituye una caracteristica critica que distingue a los cultivos

modernos de sus progenitores silvestres (Li y Olsen, 2016).

La caida de semillas es un ejemplo de evolucion fenotipica convergente vy, al igual que otros
caracteres del sindrome de domesticacion, ocurridé en muchas especies de forma
independiente, en distintos lugares y momentos, pero coincidieron en las modificaciones

funcionales obtenidas (Di Vittori et al, 2019).

La retencidn de semillas esta determinada por distintas estructuras florales cuya maduracién
y cambios anatdmicos parecen estar controlados por diferentes genes que a su vez se fueron
modificando a lo largo de muchos eventos de domesticacidn. Este proceso consiste en el pasaje
de las formas silvestres a las domesticadas, producto de una modificacidn larga y compleja (Hu
et al, 2018). Asi, por ejemplo, en varias especies del género Paspallum la formacién de una zona
de abscision en el pedicelo, justo debajo de las glumas, parece ser la causa de la caida de

semillas luego de 8 a 10 dias después de la antesis (Burson et al, 1978).

En una publicacién muy reciente se examinan las respuestas evolutivas de varias especies y
se concluye que los primeros rasgos que evolucionaron en los parientes silvestres de los
actuales cultivos domesticados estan fundamentalmente relacionados con la dispersiéon de
semillas (Spengler, 2020). Algunos de los rasgos adquiridos que se mencionan son: raquis mas
resistentes, semillas con cubiertas mds delgadas y frutos no dehiscentes que aumentaron la

aptitud de las plantas para que sean los humanos sus dispersores.

En el camino de la domesticacidn, las gramineas utilizadas como forraje y césped tienen una
historia relativamente corta, a pesar de que la dehiscencia o pérdida de semillas en esas
especies suele ser importante, lo que causa rendimientos bajos y variables (Lee, 2007; Vaughan
et al, 2007). En un estudio realizado en Setaria (Hu et al, 2018), que se propone como modelo
para las plantas C4, se menciond que varios autores coinciden en que existen regiones
gendmicas comunes asociadas a rasgos de domesticacion, y que la conservacion de genes
responsables de esta capacidad puede ser el indicio del mecanismo genético para lograr
cambios en los rasgos silvestres. En pasto gama oriental (Tripsacum dactyloides L.) se ha
observado que su crecimiento reproductivo indeterminado, con la aparicidén de espigas en la
misma planta durante un periodo extendido de tiempo, es la causa de los bajos rendimientos

en la produccién de semillas, que se desprenden facilmente a la madurez y maduran durante
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varias semanas (Lemke et al, 2003). Otro caso es el de Panicum maximum (n.v. gatton panic o
pasto guinea) que tiene problemas muy severos, ya que sus semillas caen cuando aun estan
inmaduras, a causa de la formacién precoz de una zona o capa de abscision, tal como se ha
encontrado en otras especies (Burson et al, 1983). Es decir que muchas forrajeras tienen el

mismo problema que el mijo perenne (Burson et al, 1983; Tomas et al, 2010).

Otro de los rasgos silvestres que mantienen las pasturas con poco mejoramiento es el
elevado grado de dormicion de sus semillas (Giordano et al, 2013, Valdéz, 2020), que constituye
un mecanismo adaptativo para asegurar la supervivencia de las especies y que demuestra el

alto grado de adaptacion al ambiente

Caracteristicas de semillas de mijo perenne: tamafo, maduracion, retencién y dormicion

Las semillas de mijo perenne tienen varios problemas relacionados con (1) su pequefio
tamanio, (2) su maduracién no uniforme o asincrénica, (3) la falta de retencién y (4) la dormicién
en semillas nuevas (Burson, 1980, Tomas et al, 2010; Maina et al, 2012). A continuacion, se

discute cada uno de estos aspectos.

1. Tamaio de las semillas

El pequefio tamaio de las semillas de Panicum, que determina la baja cantidad de reservas
presentes, es una de las causas de su reducida eficiencia al momento de germinar y
desarrollarse la plantula. Un mayor tamafio de las semillas puede ser uno de los determinantes
de la eficiencia de implantacion del mijo perenne (Young y Tischler, 1994). Esto ha justificado
gue distintos proyectos de mejoramiento se hayan enfocado sobre el desarrollo de caracteres
de la semilla asociados a aumentar su performance durante la implantacién, en especial el peso
seminal y en la eliminacién de mecanismos de dehiscencia propios de las especies silvestres
(Armando, 2014; Tomas et al, 2016). Sin embargo, se ha encontrado que el rendimiento en mijo
perenne estd mas relacionado con el niumero de semillas que con el peso de las mismas,
tomando a dicho pardmetro como un indicador del tamafio seminal (Maina et al, 2012), por lo
cual parece que la estrategia de la especie seria producir mayor cantidad de semillas en lugar
de producir semillas mas pesadas. Esta estrategia es compartida con el girasol (Cardinali et al,

1985; Hernadez y Orioli, 1992) y otras especies (Milthorpe and Moorby, 1979).
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2. Maduracién asincronica

La maduracién no uniforme o asincrénica de semillas en las paniculas causa una dehiscencia
extendida (Bewley et al, 2012, Romero-Mucia, 2019). El desarrollo de inflorescencias en la
mayoria de las gramineas ocurre de forma basipeta (Gould y Shaw, 1983; Moore et al, 1991)
pero la antesis puede ocurrir durante varios dias para una sola inflorescencia y en muchas
especies ocurre a lo lago de periodos extensos (Burson, 1980). La maduracién asincrénica de
semillas también podria tener su origen en la formacion asincronica de macollos fértiles
(Berdahl y Frank, 1998). A causa de la falta de sincronizacién en el crecimiento vegetativo, la
floracion y luego en la maduracidn, las semillas caen antes de estar completamente maduras,
por lo que es dificil maximizar el rendimiento a la cosecha y obtener semillas con un grado de
madurez similar (Maina, 2012; Tomas et al, 2016). La dehiscencia puede comenzar apenas 2
semanas luego de la antesis y durar varias semanas, por lo cual las semillas perdidas
prematuramente a veces son vanas o se encuentran inmaduras (Matilla et al, 2005; Petruzzi et

al, 2003).

Cuthbertson (1970) establecid que las semillas de Chondrilla juncea (Asteraceae) con
diferente grado de madurez se podian identificar porque su coloracion cambiaba luego de
alcanzar la madurez fisiolégica, de blanco a verdoso y luego a amarronado. Este trabajo senté
las bases para que muchos otros autores usaran la coloracién como parametro asociado a la
madurez de las semillas; ademas, demostrd que cuando se alcanzaba el color caracteristico de
la madurez era mayor poder germinativo. Posteriormente, Berdahly Frank (1998) mencionaron
gue algunos aspectos visuales eran de utilidad determinar el grado de madurez de las semillas
de pasturas, como la pérdida del color verde en semillas, raquis y glumas. Este primer indicador,
gue comienza a partir de la madurez fisioldgica, cuando la semilla deja de recibir fotoasimilados
de la planta madre, y su contenido de humedad alcanza alrededor del 30% en la mayoria de las
gramineas. También se han reportado que algunas caracteristicas en la coloracién que fueron
de utilidad para determinar el momento adecuado de cosecha de las semillas, pero esas
caracteristicas pueden variar de un ano a otro (Hill y Watkin, 1975). Matilla et a/ (2005)
mencionan diferentes pardmetros de heterogenidad seminal, entre los que también indican la
coloracién, el tamarfio, la forma y otras caracteristicas diferenciales del desarrollo de las
semillas. Incluso la dormicién puede variar mucho en las semillas de una misma inflorescencia,

lo que también puede estar asociado a la coloracidn de la cubierta seminal.
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3. Retencion de semillas

El caracter dehiscente que mantienen algunas especies demuestra que poseen complejos
mecanismos para dispersar sus semillas, a pesar de ser un rasgo no deseado desde el punto de
vista productivo (Dong y Wang, 2015). Por otro lado, las especies indehiscentes necesitan de la
colaboracién humana para su propagaciéon. En mijo perenne es, como se menciond, un caracter
que perdura de su estirpe silvestre (Burson et al, 1983; Petruzzi et, 2003). La facil dehiscencia
de las semillas especie estd asociada a la formacidn temprana de una zona de abscision en el
pedicelo de las espiguillas, caracterizadas por la apariciéon 5 a 7 capas de células con paredes
engrosadas (Burson et al, 1983). El desarrollo de la inflorescencia es indeterminado vy la
dehiscencia generalmente es basipeta, es decir que las semillas que primeros se caen son las
superiores. La pérdida de semillas puede ocurrir cuando se alcanza la madurez fisiolégica o

antes, si las condiciones ambientales lo favorecen (Tischler & Ocumpaugh, 2004).

Los precursores del estudio de la retenciéon de semillas en en Panicum coloratum var.
coloratum en Estados Unidos fueron Burson (en los ‘70s) y Young (en los "80s). Burson et al
(1983) concluyeron que el principal problema de esta forrajera era que sus semillas caian de la
inflorescencia en cuanto maduraban, ademas de no madurar de manera uniforme, por lo cual
se cosechaba una importante cantidad de semillas inmaduras, lo que reducia la calidad y
provocaba un aumento del costo de las mismas. Por su parte, Young (1986) estudid la retencion
de semillas en diferentes poblaciones de Panicum coloratum, recolectandolas en trampas luego
de la antesis. Compard dos cultivares con diferente retencion, a los 49 dias uno perdié el 74%
mientras que el otro (de origen sudafricano) perdié solo el 34% de las semillas. Dicho cultivar
era el que tenia la menor dehiscencia entre los conocidos hasta ese momento. Posteriormente
el mismo autor demostré que no sélo la genética de las poblaciones podia explicar las
diferencias observadas en la retencién de semillas, sino que las condiciones ambientales
jugaban un papel muy importante, ya que bajo condiciones de campo la pérdida ocurria mas

rapidamente (Young, 1991).

Burson et al (1983) realizaron estudios anatdmicos para determinar la formacion de la zona
de abscisidon en mijo perenne. Demostraron que comienza en el estado de bota, es decir cuando
la inflorescencia se encuentra embuchada dentro de la vaina de la hoja bandera, y observaron
al octavo dia luego de la antesis la laminilla media de las células de capa de abscisién se habia

reabsorbido o disuelto. Poco después las membranas celulares habian perdido integridad y por
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ultimo se desintegraban todas las capas de células que fomaban ese tejido de unidn al raquis
de la panoja, por lo que las flores solo se mantenian sostenidas por la epidermis y los tejidos
vasculares. A los 14 dias después de la antesis las células epidérmicas no podian continuar
sosteniendo las flores por lo que ocurria la dehiscencia. A los 12 a 15 dias después de la antesis
identificaron una capa secundaria de células esclerificadas en la raquilla de cada flor, que se
romperia por accién mecdnica. Con este estudio se demostré que las flores no podrian
mantenerse en las inflorescencias mucho mas alld de 2 semanas después de la floracion a causa

del colapso celular de estos tejidos especializados en la dehiscencia.

Estudios realizados en el INTA Rafaela (Argentina) demostraron que el pico de caida de
semillas fue a los 15 dias y 28 dias luego de la antesis cuando se compararon dos afios de
ensayos a campo (Dreher et al, 2008). Como no se encontraron diferencias entre distintos
materiales en cada afio, se postulé que las poblaciones evaluadas sincronizaron el proceso de
caida de semillas y las diferencias en los periodos observados se atribuyeron a la variabilidad
en las condiciones climdticas entre los afios de ensayos (Tomdas et al, 2010). Estas
investigaciones realizadas en el INTA Rafaela, evaluaron la pérdida de semillas de Panicum
coloratum, si bien se enfocaron mayormente sobre la variedad makarikariense. Otras
investigaciones sobre maduracién y retencién de semillas se realizaron en la variedad Kapivera,
obtenida mediante mejoramiento del cultivar Bambatsi de la variedad makarikariense, por el

grupo encabezado por la Dra. Tomas en la misma Experimental (https://www.boletinoficial.

gob.ar/pdf/linkQR/Qnk5c3pXRVMOQIErdTVReEh27kU0dz09). Esta ultima variedad, cuyo

nombre en guarani significa “pasto brillante” es muy promisoria por su tolerancia a condiciones
desfavorables (salinidad, anegamiento, bajas temperaturas), el mayor peso de sus semillas y
longitud de sus |ldminas foliares, en comparacién a otras variedades empleadas en el pais. Ello
justifica los esfuerzos para solucionar los problemas causados por la falta de retencién de sus

semillas.

Algunas investigaciones se han enfocado al rol de hormonas que favorezcan la formacién
de la zona de abscisién (reduccién en la sintesis de auxinas, aumento en la sintesis de etileno,
reduccion de la actividad de las citocininas) y de enzimas encargadas de digerir las paredes
celulares (celulasas, poligalacturonasas, pectinasas, etc.) necesarias para que las partes florales

y las semillas o frutos se desprendan (Ferrandiz, 2002, Liu et al, 2019, Malaviya et al, 2014).
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Varios trabajos demuestran el origen genético de la dehiscencia de frutos y semillas. En
Arabidopsis thaliana, se encontré que la formacidn de una zona de abscisidn era la responsable
de dicho evento, y que numerosos genes y factores de transcripcién controlan la dindmica
hormonal que causan el cambio en ese tejido (Dongy Wang, 2015). Lin et al (2006) demostraron
gue el cambio de un solo aminodcido en el dominio del ADN estaba asociado con la reduccién
de la dehiscencia en el arroz domesticado respecto del salvaje. También en sorgo la retencién
de semillas estd controlada por un solo gen, es decir que el cardcter indehiscente se puede
haber adquirido por alguna mutacién que implicé la pérdida de funcién de dicho gen (Lin et al,

2012).

4. Dormicion de las semillas

La dormicion, es un bloqueo de la germinaciéon que puede tener causas enddgenas o
exdgenas; es una condicién que impide que la semilla germine cuando las condiciones para el
desarrollo de la plantula pueden resultar poco adecuadas (Bewley, 2012). Es un rasgo
adaptativo que resulta importante para la supervivencia de la especie, pero poco conveniente
desde el punto de vista agrondmico, ya que provoca que la germinacion se demore y disperse,

no permitiendo una adecuada implantacidn (Voight y Tischler, 1997).

Como en la mayoria de especies que integran la familia Poaceae que mantienen caracteres
silvestres, mijo perenne presenta dormicion en sus semillas recién formadas (Delouche et al,
2007). Asi por ejemplo, en Panicum virgatum se hallé que la principal causa de dormicién estaba
asociada al pericarpio vy la testa, y en forma secundaria a las glumas y bracteas (Duclos et al,
2013), ya que pueden reducir el ingreso el oxigeno al embrién y mas tarde convertirse en un

impedimento mecanico para la protrusion de la radicula.

Las semillas de gatton panic (Panicum maximum Jacq.) tienen los mismos inconvenientes
gue las de mijo perenne, la baja calidad se debe a la maduraciéon desigual, la dehiscencia y la
dormiciodn, esta ultima causada por la forma en la que se disponen las glumelas, palea y lema
(Harty et al, 1983). La dormicidn de las semillas en esta especie se basa principalmente en
limitaciones fisicas, debido a una estructura en forma de cerrojo que une la lema vy la palea, y

que dificultan la germinacién en forma mecanica (Who et al, 1991).
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La dormicion de Panicum coloratum que desaparece luego de un almacenamiento de 6
meses a temperatura ambiente (Conrad, 1976, citado Tischler y Young, 1983), aunque el bajo
poder germinativo de muestras comerciales podria ser un indicador de que dicha condicion
tarda mas tiempo en desaparecer (Lauric et al, 2014). Aparentemente las semillas nuevas de

mijo perenne pueden presentar distintos niveles de dormicidn.

Lodge et al (2009) establecieron que la semilla nueva y “desnuda” de Panicum coloratum
germinaba con mayor velocidad que aquellas que mantenian las glumelas, indicando el efecto
de dichas estructuras sobre la dormicién; ademads postularon que puede aparecer dormicion
secundaria en las semillas fisiolégicamente inmaduras o por condiciones inapropiadas de

almancenamiento.

Cecovich y Ruiz (2011) determinaron que la dormicidn en Panicum coloratum cosechado
manualmente se perdia luego de cinco a siete meses de almancenamiento a temperatura
ambiente. Las semillsa cosechadas con maquinaria perdian la dormicién luego de solo un mes
posterior a la cosecha, lo que fue atribuido a un escarificado mecanico que podria haber
ocurrido durante la trilla. También hallaron que la baja temperatura de conservacién mantuvo
el estado dormante en mas del 50% de las semillas viables durante el periodo de 7 meses que

fueron guardadas.

La dormicion es heterogénea en las semillas, puede variar entre individuos de la misma
poblacién, incluso dentro de la misma inflorescencia, ya que puede estar asociada a otras
caracteristicas seminales, como su posicion en la inflorescencia, su tamafio, color, etc. Varios
de estos rasgos se asocian al estado de madurez, y dado que la dormiciéon es ademads
cuantitativa, una semilla puede estar mas o menos dormante, y dicha condicién puede estar

asociada al grado de madurez (Matilla et al, 2005).

Consideraciones sobre los aspectos discutidos previamente

Es evidente que, luego de la discusién de los diferentes problemas que pueden presentar las
semillas de Panicum coloratum, las dificultades para su adecuada germinacion e implantacién

son multiples y provienen de sus caracteristicas silvestres ancestrales. Los programas de
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mejoramiento que estan generando mayor informacion en Argentina se orientan a la busqueda
de semillas de mayor peso, aunque también se incluyen otros caracteres morfoldgicos para
mejorar la calidad y performance (Tomas et al; 2010; 2016; Maina et al, 2012). La dormicion es
un caracter dificil de erradicar, sin embargo no constituye el peor obstaculo dado que en algun
momento desaparece. Por eso, la retencién y maduracion de las semillas de mijo perenne es el
problema mas serio que determina su escaso rendimiento para la produccién de semillas, la
baja calidad de las mismas y consecuentemente sus problemas para implantarse (Petruzzi et al,

2003).

En este trabajo se presentan algunos resultados de una investigacién en curso sobre dicha
problematica en Panicum coloratum var. coloratum. En base a la informaciéon obtenida en
experiencias y ensayos previos, se realizaron evaluaciones de retencion y maduracion de
semillas que permitieran explicar la baja calidad de los lotes comerciales, cuya germinacién e

implantacion fueron analizadas en los capitulos anteriores.

127



4. 2. Hipotesis

La baja calidad de semillas en Panicum coloratum var. coloratum, que mantiene caracteres
silvestres, esta causada por el pequeiio tamafio de sus semillas, la maduracion asincrénica de
las panojas, la elevada dehiscencia y la dormicién de las semillas nuevas. La determinacion del
momento éptimo de recoleccion de semillas estd asociada a conservar la mayor cantidad de

semillas.

4. 3. Objetivos

- Analizar el proceso de la maduracién de las estructuras reproductivas en Panicum coloratum
var. coloratum, para determinar la secuencia temporal de dehiscencia de semillas y su

porcentaje de retencidn de semillas

- Evaluar las panojas de Panicum coloratum var. coloratum durante la maduracién para

determinar los sectores que mantienen retenidas las semillas y la calidad de las mismas.
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4. 4. Materiales y Métodos

Disefio del ensayo para evaluar retencion de semillas: El ensayo para evaluar la retencion de
semillas de mijo perenne (Panicum coloratum var coloratum) se realizé en el inverndculo del
Departamento de Agronomia de la Universidad Nacional del Sur (Bahia Blanca, Argentina),
entre 2017 y 2020. La siembra se efectud el 11 de septiembre de 2017 en recipientes plasticos
de 20 litros que contenian suelo de un horizonte A de la zona, secado al aire y tamizado. Las
semillas empleadas provenian del semillero Agroempresa S.A. (Cérdoba), cosechadas en 2016
y sin peletear, cuyo poder germinativo (PG) fue del 44%. Se sembraron de 10 a 15 semillas por
maceta, que se mantuvieron regadas a capacidad de campo durante la etapa de germinacién e
implantacion. Luego se raleé dejando 2 6 3 plantas en cada uno de los 36 recipientes

empleados.

Cuando las plantas comenzaron a encafar se controlaron en forma diaria hasta determinar
el estado de antesis. Se considerd el inicio del proceso cuando las anteras comenzaron a
desprender polen de la porcidon estaminada de la inflorescencia (Lemke et al, 2003), y se
considerd que se habia alcanzado el estado de antesis cuando el 50% o mas de las plantas se
encontraban en floracién, en cada uno de los afios en los que se realizé el ensayo de recoleccién
de semillas (2017-18, 2018-19 y 2019-20). Cuando se alcanzd dicho estado se favorecié
cuidadosamente la polinizacién cruzada en forma manual, dado que dentro del invernaculo

podria no haber ocurrido por falta de polinizadores y de viento.

Colocacion de trampas: A partir del momento en que se consideré que la polinizaciéon podia
estar asegurada, se seleccionaron las panojas del macollo central de cada planta y se ubicaron
dentro de recipientes plasticos de 1,5 L sostenidos con precintos a una varilla de hierro
torsionado que se enterré en el suelo, que funcionaron como trampas (Figura 26). Se
seleccionaron las panojas del macollo central de cada planta; se colocaron un total de 15
trampas. A cada envase se le realizaron una serie de cortes, de forma rectangular, dejando la
cara superior adherida a fin de favorecer la ventilacidon para que no aumentara excesivamente
la temperatura, pero que no permitieran la pérdida de semillas desde el interior del mismo. En
la base del recipiente, que quedaba invertido, también se efectuaron cortes y aberturas con la
misma finalidad. Finalmente, en una de las caras del recipiente se realizaba un corte

longitudinal incluyendo el pico del mismo. Por dicha abertura se introducia una panoja,
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cuidando que el raquis no se quebrara. Para finalizar, el pico o boca del recipiente invertido era
cubierto por un pequefio cuadrado de gasa de 10 x 10 cm, que se sostenia con una banda
eldstica y se colocaba la tapa del mismo recipiente. De ese modo, las panojas quedaban
encerradas en los recipientes y las semillas que caian dentro de los mismos eran recolectadas

semanalmente en la gasa.

Recoleccion de semillas: Luego de colocacién de las trampas se retiraron semanalmente los
pafos de gasa para separar las semillas que se hubieran caido. En caso de que quedaran semillas
adheridas al recipiente, se las extrajo mediante la ayuda de un pincel fino o por arrastre
enjuagando cuidadosamente con una piseta, introducida por alguna de las aberturas laterales.
La colecta de semillas se realizé semanalmente, desde los 7 hasta los 98 dias después de antesis
(DDA), pero en los tres afios de se comprobd que luego de 84 DDA no se registraba mas pérdida
de semillas. Para evaluar el estado de madurez de las semillas se comparé el tamafio y la
coloracion de la cubierta seminal a lo largo de las diferentes colectas realizadas, tal como
propusieron Cuthbertson (1970) y Matilla et al (2015).

Figura 26. Ensayo de retencién de semillas en inverndculo. A. Vista general del ensayo con las trampas

colocadas. B. Recipiente conteniendo una panoja en su interior. C. Detalle de un recipiente con el paiio
de gasa en el pico para recolectar las semillas
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Analisis de las semillas recolectadas: En cada fecha de muestreo se determiné el numero de
semillas caidas. Posteriormente se dejaron secar a temperatura ambiente, sobre papel de filtro,
y luego se pesaron. En las fechas en las que se recolectaron suficientes semillas, se realizaron
ensayos de germinacion, a fin de determinar el poder germinativo (PG). Los mismos se
condujeron en una camara con control de luz y temperatura. Las condiciones aplicadas fueron
de 30 °C diurnos y 20 °C nocturnos, de 12 h en cada caso (ISTA, 1976); se trabajé en cajas de
plexiglas, tipo Petri. La germinacién se determind a los 24 dias después de la siembra (DDS).
Debido a que las semillas de mijo perenne recién cosechadas tienen un alto grado de dormicién,
las semillas que no germinaron fueron sometidas a tincidon con cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio
(TTC) para determinar su viabilidad y descartar que fueran semillas dormantes o vanas. Las
semillas recolectadas fueron observadas en un microscopio estereoscépico NIKON MSZ800a
lupa de alta resolucidon con camara fotografica (Laboratorio de Morfologia Vegetal, UNS) para

realizar un registro del material obtenido en cada fecha de recoleccidn.

Evaluacién de panojas: También en forma semanal, se cortaron y herborizaron panojas que no
estaban encerradas en los recipientes con el fin determinar el sector en el que se encontraban
retenidas las semillas y el nUmero y porcentaje de retenciéon remanente en cada fecha. En estas
panojas se determinaron los sectores de retencidon de semillas en cada fecha. Finalmente se
trillaron cuidadosamente, se contabalizaron las semillas obtenidas, se pesaron y se determind

su PG y porcentaje de viabilidad.

Conservacion de las plantas: Después de finalizar la recoleccidon de semillas (98 DDA), las
plantas fueron cortadas dejando un remanente de 10 a 15 cm de altura, a fin de no dafar los
meristemas y permitir su posterior rebrote. Luego las plantas fueron dejadas fuera del
invernaculo hasta la primavera siguiente, cuando fueron nuevamente cultivadas bajo cubierta

para repetir el ensayo de retencién de semillas.

Los ensayos de retencién de semillas tuvieron como finalidad conocer la dindamica de caida
de semillas en condiciones controladas, su maduracidon cronolégica y comparar entre afios
dichos procesos. Para ello se registraron evaluaciones que permitieran explicar los fenédmenos
de dehiscencia y maduracién. Cabe sefalar que aun se continlda con esta investigacion como
parte de un proyecto (PGI, UNS), en el que se propone avanzar en el estudio de aspectos

relacionados con la retencién de semillas en Panicum coloratum var. coloratum, que incluyen
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experiencias a campo para correlacionar con las observaciones realizadas en invernaculo
(Figura 28). Los datos de campo corresponden a una investigacion en curso y no son

presentados.

Figura 27. Arriba: colocacion de trampas en el ensayo a campo. Abajo: Aspecto del lote implantado con
Panicum coloratum var. coloratum en Bajo Hondo, Partido de Coronel Rosales, en el que se desarrollan
estudios de retencion de semillas en condiciones naturales.
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Analisis de datos

Los datos de dehiscencia, comparacion de las semillas recolectadas por fecha, fueron
analizados mediante un ANOVA con dos factores, fechas y panojas, en el que las fechas fueron
el factor fijo (repetido en los tres afios) y las panojas se consideraron como un bloque, ya que
la panoja de cada planta es una medida repetida. Ademas, los resultados se compararon con
los obtenidos a partir de Modelos Mixtos, modelando correlacidn autorregresiva de orden 1.
Debido a que el supuesto de homocedasticidad no se cumplia en varias fechas, el registro de
semillas recolectadas fue cero por lo cual no existia varianza, esas fechas no fueron
consideradas en el analisis. Los datos de recoleccién fueron transformados aplicando la raiz
cuadrada para ajustarlos a los supuestos de normalidad y homocedasticidad de ANOVA. La
comparacion de medias se realizé con el LSD Fisher al 5% y al 1%, ya que realiza la comparacién
con un alfa individual para cada par. Para realizar todos los andlisis se utilizé el programa
Infostat (Di Rienzo et al, 2015). El andlisis de los datos de este capitulo se realizdé con la
colaboracién de la Dra. Lorena V. Armando, del Dr. Antonio Garayalde y de la estudiante Maria

Belén Fernandez.
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4. 5. Resultados

4.5 1. Retencién y maduracion de semillas

Las recolecciones realizadas en las trampas durante los tres afios de ensayos permitieron
tener un registro de la cantidad de semillas que fueron cayendo semanalmente luego de la

antesis.

Se comprobd que, durante los tres afios evaluados, en la primera colecta correspondiente a
los 7 dias después de la antesis (DDA), no se encontraron semillas en las trampas, sino

solamente anteras, estigmas y glumas vacias (Figura 28).

Figura 28. Material recolectado en las dos primeras semanas de muestreo en las trampas. (Ay B) a los
7 DDA, (Cy D) a los 14 DDA.

A partir de los 14 dias después de antesis (DDA) se empezaron a aparecer algunas semillas
con diferente estado de desarrollo en las trampas, aunque el porcentaje acumulado apenas
alcanzd el 1% en 2019-20, cuando se registré la mayor dehiscencia. Tomando los parametros
de madurez sugeridos por Cutherson (1970) y Matilla et a/ (2015) se compararon el tamafio y
color de las semillas a lo largo de las distintas colectas. A los 14 DDS las semillas aun estaban
inmaduras, debido a que eran delgadas, ya que no se habia completado el llenado del grano, y
en particular tenian las cubiertas con menor pigmentacidn, algunas semillas eran

completamente blancas y otras tenian una coloracion castano claro (Figura 29).
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Algunos autores mencionaron que, en mijo perenne la caida de semillas comenzaba a partir
de los 14 DDA (Burson, 1980; Young, 1986; Petruzzi et al, 2003), debido a la formacién temprana
de la zona de abscisién durante las dos semanas posteriores a la antesis. En este trabajo, al
haberse realizado el ensayo en condiciones de invernaculo, el menor disturbio que tuvieron las

panojas probablemente permitid retener las semillas durante mads tiempo.

Figura 29. Materiales recolectados a los 14 DDA en los que se observan semillas inmaduras y con falta
de pigmentacidn en las cubiertas seminales.

A los 21 DDA la pérdida fue menor a 5% sobre el total de semillas caidas en los afos
evaluados, sin embargo, a partir de esa fecha comenzé a aumentar la dehiscencia (Figura 30).
Las semillas recolectadas en esa fecha también presentaron distinto grado de madurez (Figura
31, Ay B), en relacién a su coloracién y ancho a nivel ecuatorial —por mayor acumulacién de
sustancias de reserva- sin embargo, tenian un mayor desarrollo que las recolectadas a los 14
DDA. En la Figura 30 se observa que algunas semillas correspondientes a los 21 DDA (A y B)
tenian una forma mas ahusada que las correspondientes a 28 (Cy D) y 35 DDA (E y F), pero en

todas las fechas se obtuvieron semillas con distinto grado de madurez.

Esta diferencia en el grado de madurez observado en las distintas muestras recolectadas se
puede justificar por la maduracién asincrénica de las semillas en las panojas, caracteristica de
esta especie y citada por varios autores (Maina, 2012; Moresco Lirusso et al, 2018; Petruzzi et
al, 2003); y es un rasgo que puede adjudicarse al bajo grado de domesticacion de la especie
(Bewley y Black, 2012; Valdés, 2020). Esta particularidad dificulta establecer el periodo 6ptimo

de cosecha de semillas en mijo perenne (Petruzzi et al, 2003) y las semillas inmaduras son las
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responsables del bajo poder germinativo y del reducido vigor de las plantulas originadas de ellas

(Maina, 2012).

Figura 30. Promedio de semillas perdidas por panoja en cada una de las fechas muestreadas (dias
después de la antesis) para los tres afios de ensayo. Las barras indican el promedio de semillas caidas en
cada fecha, con sus correspondientes desvios estandar, y las curvas punteadas se trazaron para indicar
la dispersién en la caida de semillas a lo largo de las fechas de recoleccién de semillas en cada afio.

30,001
25,007 {
20,007

15,001

Numero de semillas

10,00+

5,001

0,00
7 14 21 28 35 42 49 56 63 T0 77 84

DIAS DESPUES DE ANTESIS

— 2017-18 —— 2018-19 —— 2019-20

Figura 31. A y B: semillas recolectadas a los 21 dias DDA; C y D: semillas recolectadas a los 28 DDA, E y
F: semillas recolectadas a los 35 DDA.
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La dehiscencia fue muy elevada a partir de los 28 y hasta los 49 DDA (Figura 30); en ese
periodo de 3 semanas se registrd el mayor porcentaje (promedio) de caida de las semillas: en
2017-18 fue del 80%; en 2018-19 fue superior al 90% y en 2019-20 fue del 83%, respecto del

total de las semillas no retenidas.

A pesar de los porcentajes mencionados, cabe sefialar que las semillas desprendidas por
panoja en el perodo desde los 28 a los 49 DDA tuvo una gran variacion entre afios (Figura 30),
ya que en el periodo 2017-18 se desprendieron en promedio 35 semillas por panoja, en 2018-
19 el promedio fue de 22 semillas y en 2019-20 la media fue de 54 semillas. También se observé
que en el periodo y en el ultimo, la mayor dehiscencia fue mas dispersa, desde los 21 hasta los
63 DDA, mientras que en 2018-19 la caida de semillas se concentrd entre los 28 y los 49 DDA.
En los tres afos en que se realizd el ensayo, luego de los 63 DDA cada panoja perdia en
promedio menos de una semilla por semana, y para ese momento ya se habian alcanzado
porcentajes acumulados de dehiscencia superiores al 96%, incluso en 2018-19 se habia

desprendido el 100% de las semillas no retenidas por las panojas.

Cuando se analizd la secuencia que tuvo la caida de semillas en los tres afios, se pudo
observar que siguié un patrén similar al de una campana gaussina (de distribucién Normal)
(Figura 30). Para el primer periodo, la curva fue bastante aplanada y con pendientes suaves, ya
gue la dehiscencia comenzé a los 21 DDA y se extendié hasta los 63 DDA, con un pico maximo
a los 42 DDA de alrededor de 12 semillas (en promedio por panoja). Para 2018-19 la curva tuvo
pendientes mas pronunciadas ya que la cantidad de semillas perdidas por panoja se concentrd
entre los 35 y los 42 DDA, con casi de 15 semillas desprendidas por panoja en cada fecha. En
2019-20 la caida se demord un poco mas y fue mas concentrada que en los periodoso
anteriores, encontrandose la maxima dehiscencia a los 42 DDA con mas de 25 semillas
desprendidas por panoja. La dehiscencia registrada entre los 42 y 49 DDA en 2019-20 fue dos
veces mayor que en 2017-18 y 2018-19, que resultdé altamente significativa (p < 0,01). Las
diferencias en el tiempo en el que ocurrid la maxima dehiscencia entre afios no fue significativa

(p < 0,05).
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Evaluacion sobre las panojas al finalizar el ensayo de retencion de semillas

Cuando se termind de recolectar semillas en las trampas, las panojas fueron cortadas,
retiradas cuidadosamente de los recipientes y trilladas para determinar la cantidad de semillas
retenidas en cada una. Luego de determinar la cantidad total de semillas producidas por
panojas, resultado de las ontenidas en la trilla mas las recogidas en las trampas, se comparé la
retencion alo largo de los tres aios (Tabla 11). Pudo determinarse que a lo argo de los tres afios
analizados hubo un aumento tanto en la produccién como en la retencion de semillas, que
porcentualmente fue mds elevado en el Ultimo afio. Se observéd que en el primer periodo (2017-
18) la cantidad promedio y porcentaje de semillas retenidas fueron bajos, con diferencias
altamente significas (p < 0,01) respecto de los dos afios posteriores, probablemente debido a
que las plantas eran pequefias, recientemente implantadas. En los dos ultimos afios, la
retencion de semillas fue aumentando gradualmente, tanto en cantidad por panoja como en
porcentaje respecto de total producido. En efecto, la cantidad de semillas producidas por
panoja un tuvo un incremento 2,5y 4 veces mayor en 2018-19 y en 2019-20, respectivamente,

en comparacién con el del primer afio.

Tabla 11. Promedio de semillas producidas por panoja (total), cantidad promedio de semillas retenidas
y caidas por panoja, y porcentajes de retencion y de caida de semillas por panoja.

ARG Promedio semillas | Promedio semillas Promedio semillas % semillas % semillas
producidas panoja’ | retenidas panoja’ | caidas panoja’ retenidas panoja’ | caidas panoja’

2017-18 37,26 a* 14,33 3 22,93 a 38,46 a 61,54 a

2018-19 93,80 b 51,33b 42,60 b 54,70 b 45,41 b

2019-20 149,02 c 86,24 c 62,81 c 57,86 b 42,14 b

*Promedios en una columna seguidos por la misma letra no difieren significativamente con la prueba de LSD al 1%.

Aunque la dehiscencia fue disminuyendo, en los dos ultimos periodos las panojas tuvieron
un porcentaje de semillas retenidas poco mayor al 50% del total producido, a pesar de que las
condiciones fueron dptimas para la retencién: el ensayo se llevd a cabo en inverndculo, en
condiciones semicontroladas, y las panojas, protegidas dentro de los recipientes, no estuvieron
expuestas a los efectos de factores ambientales como viento, lluvia, ect., que podrian haber
aumentado la dehiscencia.La caracteristica observada en mijo perenne en relacion al bajo

porcentaje de retencién de semillas, demuestra que aun conserva rasgos silvestres,
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caracterizados justamente por una importante pérdida de semillas antes de alcanzar la madurez

en forma sincrénica (Li y Olsen, 2016).

Burson et al (1983) determinaron la histogénesis secuencial de formacién de la zona de
abscisidon en el género Panicum, responsable de la dehiscencia de las semillas. La abscision fue
explicada por la formacién de una zona primaria en el pedicelo cercano a la base de las glumas
y una secundaria a lo largo de la raquilla que soporta las inflorescencias fértiles. Ademas,
encontraron que cuando se alcanzaba la antesis dichas zonas ya podian identificarse y que luego
de 8 6 9 DDA las células de la zona de abscisidn primaria comenzaban a desintegrarse, lo que
causaba que a partir de los 14 DDA las semillas se desprendieran. Esta fue identificada como la
principal causa de pérdida de semillas en Panicum coloratum. La esclerificacién celular de la
zona secundaria en la raquilla estaria relacionada con una dehiscencia de cardcter mecanico y
ocurria entre 12y 15 DDA. Estos hallazgos contribuyen a esclarecer las observaciones descriptas
en este trabajo, ya que en los tres afios del ensayo se encontré que luego de los 14 DDA
comenzaron a recolectarse semillas, a pesar de que los maximos desprendimientos ocurrieron
3 6 4 semanas después, ya que las panojas se encontraban muy protegidas en los recipientes,

como se comentod anteriormente.

4. 5. 2 Determinaciones realizadas sobre las semillas recolectadas

En las semillas caidas y recolectadas en cada fecha en las trampas se evalué: el peso (luego
de secarlas al aire y conservarlas en el laboratorio durante al menos 1 mes); el poder
germinativo (PG) y la viabilidad, luego de aproximadamente 6 meses posteriores a la finalizacién

del ensayo, para evitar la interferencia de la dormicién en la germinacién.

Tal como se menciond previamente, la mayor dehiscencia de semillas en los tres afios
correspondié al periodo entre los 35 y los 49 DDA, sin embargo las semillas que tuvieron un
desprendimiento mas tardio pudieron alcanzar un mayor peso, como se comprobd en las
semillas recolectadas en las fechas correspondientes a los 49 y 56 DDA (Tabla 12). En el periodo
2017-18 se observd que la abscision mas demorada (posterior a los 56 DDA) correspondio a
semillas que tenian menor peso, en algunos casos significativamente menor, mientras que en
los dos periodos siguientes no se encontraron diferencias estadisticas entre los pesos de las
semillas en cada afio luego de los 56 DDA. Cuando se compararon los tres periodos para cada
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fecha de recoleccion, se encontrd que el peso de las semillas fue aumentando progresivamente,
lo que puede atribuirse al mayor estado de desarrollo de las plantas con el consecuente

aumento en la eficiencia en la asimilacién y distribucién de carbono.

Los datos presentados en la Tabla 12 fueron analizados como un disefio desbalanceado,
debido a la cantidad de semillas recolectadas que en cada fecha fue diferente. En algunos casos
la falta de diferencias encontradas pudo deberse a esta condicidn. Se podrian haber modificado
los valores y presentar “promedios ajustados”, sin embargo la utilizacion de los datos sin
modificar permitio tener una idea general del comportamiento de los parametros evaluados,
pero debe reconocerse que el grado de precisidén es menor que cuando se emplean medias

ajustadas (Di Rienzo y Romero, 2012).

Otra de las evaluaciones realizadas en las semillas recolectadas fue el poder germinativo
(PG), que superd el 20% a partir de los 35 6 42 DDA y no tuvo diferencias significativas con las
fechas posteriores (Tabla 12), asi como tampoco entre los tres periodos considerados. El poder
germinativo encontrado hasta la cuarta y quinta fechas muestreadas (28 y 35 DDA) fue poco
menor debido a la presencia de semillas vanas, sin completar su desarrollo, que no germinaron.
Cabe mencionar que el ensayo de germinacion se realizé alrededor de 6 meses luego de la
recoleccidn de las semillas, para que la dormicién tuviera menor incidencia en la germinacion.
Como se ha discutido en otros capitulos de este trabajo, el PG de las semillas de Panicum
recientemente cosechadas suele ser muy bajo a causa de la dormicién primaria, como parte de
su acervo silvestre, junto con la elevada dehiscencia (Giordano et al, 2013, Valdéz, 2020). El PG
obtenido para las semillas recolectadas no difirid del que se ha determinado en muestras
comerciales en otros trabajos por nuestro grupo de investigacién (Graff et al, 2017; Graff, 2019;

Mengatto, 2014; Orazi, 2014).
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Tabla 12. Peso de 1000 semillas (mg), porcentaje de germinacion (PG) y porcentaje de viabilidad en las semillas recolectadas en cada fecha

después de la antesis (DDA), para los tres periodo analizados en el ensayo en inverndculo.

DDA Peso de 1000 semillas (mg) PG (%) Viabilidad (%)
2017-18 | 2018-19 | 2019-20 | 2017-18 | 2018-19 | 2019-20 | 2017-18 2018-19 2019-20

? - — — —-— — — - — -

14 | 102c*A** 125cA | 114dA | 11,33bA| 9,00bA | 10,25bA | 7525 bA | 66,66bA | 60,14bA

21 | 354bcA 342bcA| 432cA | 1350bA| 12,33b | 11,50b 70,33bB | 73,60bB | 100,00aA

28 | 457bA 450bA | 505cA | 13,02 bA| 1885aA | 1526abA] 100,00aA| 97,25aA | 8520abB
| 35 | so1ba 515bA | 576bcA | 12,00bB | 20,03aA | 21,40aA | 100,00aA| 100,00aA| 100,00aA
42 | 620aba 703abA| 726bA || 19.05aA| 2055aA | 22,33aAl] 100,00aA| 100,00aA| 100,00aA
| 40 [s12a A 870aA | 1055aA ] 20,20aA| 21,11aA| 2205aAfl 9860aA | 10000aA| g550aA
56 | 795a8B 890aAB| 1113aA |l 22,66aA| 2045aA | 21,21aAfl 100,00aA| 100,00aA| 9866aA

63 | 663abB 815aA | 1010aA| 2030aA| 2233aA| 1966aA | 99,00aA | 9406aA | 100,00aA

70 | 714abB 865aA | 914aA | 2050aA| 2045aA| 21,07aA | 100,00aA| 97,00aA | 100,00aA

77 | 576bB 860aA | 805abA| 21,00aA| 21,00aA| 21,75aA | 9460aA | 10000aA| 8522abB

84 | 602abB 814aA | 808abA| 20,36aA| 20,87aA| 20,87aA | 100,00aA| 100,00aA| 100,00aA

* Promedios en una columna seguidos por la misma letra minuscula no difieren significativamente con la prueba de LSD al 5%.

** Promedios en una columna seguidos por la misma letra mayuscula no difieren significativamente con la prueba de LSD al 5%.

141



La viabilidad de las muestras permitido entender los valores de PG obtenidos, ya que las
semillas que no germinaron fueron evaluadas con cloruro de tetrazolio (TTC), debido a que la
dormicién también podia generar falsas interpretaciones en los ensayos de germinacién (Tabla
12). Los valores de viabilidad determinados a los 14 y 21 DDA también se justifican por la
presencia de semillas vanas en las muestras recolectadas, tal como se explicé al describir las
Figuras 29 y 30 (A y B). Luego, la viabilidad de las semillas aumentd, alcanzando el 100% de
viabilidad luego de los 28 DDA y no se encontraron diferencias estadisticas hasta que finalizo la

recoleccidn de semillas, en los tres periodos analizados.

La dormicidn no estuvo relacionada con los picos de dehiscencia sino con el estado de
madurez de las semillas. Si las semillas eran viables casi en su totalidad a partir de los 28 DDA,
pero su germinacion fue significativamente menor al maximo PG obtenido, entre los 42 a los 56
DDA (recuadro rojo en la Tabla 12), puede inferirse que las semillas recogidas a los 14 y 21 DDA
tenian un mayor grado de dormiciéon que las que fueron cayendo posteriormente, ya que
difirieron en su PG. Asi, el menor estado de desarrollo y/o madurez de las semillas puede estar
asociado a un menor PG pero también a un mayor grado de dormicién, ya que la dormicién es
un cardcter cuantitativo (Bewley, 2012). Para asegurar esta hipdtesis deberian realizarse
ensayos con una mayor cantidad de observaciones, dado que en las primeras colectas de
semillas se recogié muy poco material. También deberian realizarse ensayos bajo diferentes
condiciones de crecimiento, porque la dormicién estd asociada a las condiciones en que se
encontraba la planta previamente al desarrollo de la semilla y, en especial, a las imperantes
durante la embriogénesis (Battla y Benech-Arnold, 2003). Asi, por ejemplo, las altas
temperaturas sostenidas en verano, sin alternancia con descensos térmicos nocturnos, podrian
causar que las semillas presenten un elevado estado de dormicidn que, tanto como los otros
parametros evaluados cronolégicamente, también puede variar de acuerdo al momento de

dehiscencia de las semillas.

En base a lo discutido sobre los datos presentados en la Tabla 12 podria pensarse que las
semillas retenidas durante mas tiempo seguian ganando peso por acumulacién de reservas, o
qgue las semillas mdas pesadas se retuvieron mas. Sin embargo, la explicacion que se ha
mencionado sobre la formacion temprana de las dos zonas de abscision indicaria que, cuando
el tejido primario se desarrollé precozmente, no permitio el llenado ni la retencién de semillas

que cayeron en las primeras fechas (por ejemplo, con anterioridad a los 42 DDA), para las que
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se encontraron diferencias altamente significativas por su menor peso seminal (p < 0,01) (Tabla
12). En las semillas mas pesadas, la transformacion celular en la zona primaria de abscision debe
haberse demorado, razén por la que se continuaron acumulando reservas, lo que explicaria su
mayor peso. Y las que se desprendieron mas tardiamente (después de los 56 DDA), en las que
se registrd su disminucion progresiva en el peso de 1000, podria haber ocurrido que la zona de
abscision primaria se formara tempranamente, desconectando a la semilla de la planta madre,
lo que podria haber causado sus pesos mas bajos, pero que reabsorcidn o colapso de la zona de
abscision fue mas tardia, o que la participacidon de ambas zonas, primaria y secundaria, ocurre

en alguna secuencia o combinacién que aun desconocemos.

En mijo perenne es dificil determinar el momento en el cual la semilla alcanza la madurez
fisioldgica, a diferencia de otras especies (Elymus lanceolatus, Elymus trachycaulus, Lolium
perenne, Psathyrostachys juncea) en las que se ha investigado el proceso de maduracién y
dehiscencia (Berdahl y Frank, 1998), y su relacidon con el cambio de coloracién de las semillas,
en especial la pérdida del color verde y su posterior amarronamiento. Este constituye otro de
los problemas que tienen las semillas de mijo perenne, junto con ya descriptos como el bajo
peso, la maduracién asincrdnica, la baja retencién de semillas y la dormicion. Si a todos estas
ultimas condiciones complejas de las semillas se le suma la dificultad para determinar el
momento o periodo mas adecuado para la cosecha, es légico pensar que la produccién de
semillas es el aspecto mas complejo en esta especie, mucho mas que su cultivo, y uno de los

determinantes de la baja calidad de las semillas.

4. 5. 3. Evaluacién de panojas

Paralelamente al ensayo de recoleccidon de semillas, se herborizaron panojas que no se
encontraban encerradas en las trampas, a fin de evaluar los sectores donde permanecian
retenidas las semillas. Como se habia encontrado que hasta los 21 DDA la cantidad de semillas
desprendidas fue muy baja, menos de 2 semillas por panoja (Tabla 11), no se pudo determinar
el o los sectores desde donde habia ocurrido la dehiscencia. A partir de los 28 y hasta los 49
DDA se desprendié mayor cantidad de semillas (de 2 a 26 semillas por panoja), por lo que en la
mayoria de los casos resultd posible identificar los sectores de dehiscencia -con ayuda de una

lupa binocular-, ya que quedaban espacios vacios o cicatrices. Luego de los 49 DDA se cayeron
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3 0 menos semillas por semana, y nuevamente se dificulté la determinaciéon de los sectores de
los que provenian las semillas desprendidas. En base a estas observaciones, y a la posibilidad
de adjudicar la abscision de las semillas a algun sector de la panoja, se evaluaron solamente las
fechas entre los 28 a los 49 DDA. Ademas, para facilitar la identificacion de las distintas zonas,
y tomando como referencia la longitud del raquis principal, cada panoja se dividid en tres

sectores aproximadamente similares, que se denominaron: superior, medio e inferior.
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Figura 32. Numero de semillas retenidas por panoja, en las muestras herborizadas en cada fecha de recoleccidn, para el periodo correspondiente desde
los 28 a los 49 dias después de la antesis (DDA) en los tres ciclos de crecimiento considerados. Las barras representan los desvios estandar.
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En todas las fechas evaluadas se hallé que el sector medio fue donde se encontraba la mayor
cantidad de semillas retenidas dado que, por la forma romboidal de las panojas, es la parte
donde se encuentra la mayoria de las estructuras florales con espiguillas fértiles (Figura 32). La
parte superior de la panoja perdid casi todas las semillas alrededor de los 35 DDA, aunque en
las fechas posteriores (42 y 49 DDA) se encontraron panojas con una infima cantidad de semillas
(2 o0 3 semillas en el tercio apical). La parte inferior retuvo una pequefia cantidad de semillas,

pero fue disminuyendo en el periodo considerado -desde los 28 a los 49 DDA-.

En las fechas analizadas, la parte media de la panoja aportd mas del 80% de las semillas
retenidas en las panojas. Comparando entre periodos, se encontrd que desde 2017-18 a 2019-
20 aumentod en forma altamente significativa la cantidad de semillas retenidas, ya que las
plantas habian crecido mucho y producian panojas con mayor cantidad de semillas, es decir que
el porcentaje de retencién encontrado estuvo asociado a panojas con mayor desarrollo. Esto
seria una indicacion de que un cultivo de mijo perenne, luego de su implantacién, deberia
dejarse crecer por al menos tres afios antes de cosechar las semillas, no solo por la cantidad
gue pudieron retener sino también porque tuvieron un mayor peso de 1000, como se discutié
al analizar los datos presentados en la Tabla 12. Otro aspecto destacable fue que cuando el
cultivo alcanzé un mayor desarrollo (en 2019-20) la retencidn de semillas de la parte media de

las panojas no tuvo diferencias estadisticas entre afios para el periodo 28 a 42 DDA.

Por lo discutido anteriormente se puede concluir que la parte apical de las panojas es la que
tuvo menor retencidn, perdid casi la totalidad las semillas, debido a que la maduracion es
basipeta, como de describid en la Introduccién de este capitulo. La parte basal también aportd
buena parte del material recolectado a partir de los 42 DDA, y la regién media tuvo una pérdida

progresiva, pero de menor magnitud relativa a los otros sectores.

A fin de comparar la dehiscencia en las panojas “encerradas” versus las “no encerradas”, se
colocaron en otras 10 panojas, unos embudos de papel de filtro para recolectar semillas en las
fechas (Figura 33). Se observéd que la cantidad de semillas recolectadas en cada fecha fue mayor
es estas panojas que en los que se encontraban en los recipientes (datos no presentados), por

lo cual minimos disturbios que pudo haber dentro del invernaculo -como corrientes de aire-
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pueden haber favorecido una mayor abscisidn. Seria de suponer que, en condiciones naturales

de cultivo a campo, la retencién descripta precedentemente fuera significativamente menor.

Figura 33. Sistema abierto para controlar la dehiscencia de semillas en panojas.

El momento dptimo de cosecha deberia ser cuando haya mayor cantidad de semillas
retenidas junto con semillas de mayor peso, porque de esa forma se podria maximizar el
rendimiento a cosecha. De acuerdo a los datos presentados en la Tabla 12, el mayor peso se
obtuvo entre los 42 y los 56 DDA, y en especial a los 42 y 49 DDA en 2019-20, cuando seria
recomendable comenzar la produccion de semillas. Para esas fechas la retencién fue elevada
(Figura 33), por lo cual, en base a estos resultados la ventana con condiciones éptimas de
cosecha se daria luego de 6 a 7 semanas (42 a 49) después de la antesis, ya que ademads para

esas fechas el PG fue significativamente mayor (recuadro rojo en la Tabla 12).

Debe aclararse que estas observaciones se realizaron bajo condiciones especiales de
crecimiento y no debe hacerse una extrapolacién directa de lo que podria ocurrir a campo, dado
gue la dehiscencia esta influenciada por los factores ambientales, por lo cual la retencién y otras
caracteristicas evaluadas podrian comportarse diferente bajo otras condiciones menos

controladas.

Como el mijo perenne tiene una buena capacidad de resiembra, la dehiscencia de los

primeros afios podria colaborar para alcanzar una adecuada densidad de plantas a campo que
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permita tener una buena produccién de semillas. De todos modos, esa resiembra causard que
todos los afios haya plantas nuevas, que tendrdn menor produccidn y retencién de semillas, lo
gue reducira los rendimientos y la calidad, debido a que en la ventana donde se debe cosechar
habra una mezcla de semillas procedentes de plantas de distinta edad (como se indica con el

recuadro verde en la Tabla 12).

Por todo lo expuesto precedentemente, es posible aceptar la hipdtesis propuesta (pag. 128)
en la que se postuld que la baja calidad de semillas en Panicum coloratum var. coloratum esta
relacionada con la maduracion asincrénica de sus panojas, la elevada dehiscencia durante dicho
proceso y el pequefio tamafio seminal, sumado a la dormicién primaria de las semillas nuevas.
Todos estos rasgos tienen su origen en caracteres genéticos silvestres que alin se mantienen en

la especie debido a su escaso mejoramiento.

La informacién obtenida puede resultar de utilidad para determinar el momento 6ptimo de
cosecha estd asociado a obtener la mayor cantidad posible de semillas con el mayor estado de

desarrollo.
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CAPITULO 5.

Consideraciones finales

y perspectivas futuras
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Consideraciones finales

Las semillas de Panicum coloratum var. coloratum, forrajera megatérmica con un bajo grado
de domesticacién y mejoramiento, conservan muchos caracteres de sus ancestros silvestres,
por lo cual presentan algunos problemas mencionados en la bibliografia citada in extenso en los
capitulos de este trabajo. Dichos problemas se refieren a caracteristicas tales como el pequefio
tamafio, la maduracidn asincronica, la elevada dehiscencia y la dormiciéon de las semillas
nuevas. Estos rasgos dificultan no sdélo la produccién de semillas sino también su performance
a campo, razén por la cual su cultivo es complejo hasta lograr lotes bien implantados, lo que ha
obstaculizado su completa adopcién por parte de productores ganaderos en el Sudoeste

Bonaerense.

La baja calidad de los lotes comerciales se expresa en una pobre performance durante la
germinacién e implantacién, por ello la obtencién de un cultivo bien establecido demora a veces
varios afios (Petruzzi et al, 2003). Estos inconvenientes se pueden solucionar de dos formas,
mediante el mejoramiento genético o mejorando la performance de las semillas. El
mejoramiento genético escapa a la los alcances de este tabajo, pero tal como se discutid en el
Capitulo 2, en el que se presentaron los resultados de las ventajas que otorga
acondicionamiento de semillas sobre la germinacién e implantacién, es posible aumentar la
eficiencia de implantacion aplicando tratamientos pregerminativos mediante distintos
métodos de priming. Dicho acondicionamiento, que consiste en una prehidratacién controlada
sin permitir que se alcance la fase de protrusion radicular (Fase Il de la germinacion, Figura 3),
prepara a la semilla tanto desde el punto de vista estructural como fisiolégico, por lo que la
germinacién y establecimiento de la plantula ocurre posteriormente con mayor velocidad y mas
uniformemente. Es por eso que algunos autores refieren a las técnicas de acondicionamiento
como de “invigorizacién”, ya que la mejora en la performance de las semillas se asocia al

aumento en el vigor (Raj y Raj, 2019).

La prehidratacion debe ocurrir en forma gradual, debido a que la semilla puede sufrir dafios
por un ingreso rapido de agua a causa de su bajo potencial hidrico (Hardegree y Emmerich,

1992; Hardegree y Van Vector, 2000). Los resultados obtenidos demostraron que, de los
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acondicionamientos aplicados, la mayor efectividad se obtuvo trabajando con temperaturas de
25 °C durante 12 h cuando se realizé mediante hidropriming (utilizando solamente agua
destilada) y matripriming con papel de filtro rapido (de baja retencion de agua). Solo el
tratamiento de osmopriming con cloruro de calcio (CaCly) al 2%, también de elevada
efectividad, resulté mas adecuado cuando se realizé durante 24 h, pero igualmente a 25 °C.
Estos datos resultaron consistentes con los informados en diversas publicaciones respecto a
que periodos cortos de acondicionamiento fueron mas efectivos que lapsos prolongados (de
varios dias) para diversas especies (Bhati y Ratthore, 1988; Kadiri y Hussaini, 1999; Kulkarni y
Eshanna, 1988; Sashidhar et al, 1977). Respecto a la temperatura, hay discrepancia si debe
hacerse a una menor que la adecuada para la germinacion, de forma de demorar esta primera
imbibicidn, o si es conveniente realizarla bajo condiciones térmicas similares a las éptimas de
germinacién (Hardegree y Emmerich, 1992; Qadir et al, 2011; Sanchez et al, 2001). En el caso
del mijo perenne las temperaturas mas adecuadas para germinaciin son 30 °C diurnos y 20 °C
nocturnos, y en nuestro caso se obtuvo que el priming fue mas efectivo cuando se aplicé a 25

630°C.

Ademas, se demostré que la efectividad del acondicionamiento es mucho mayor en semillas
nuevas. Como una de las caracteristicas conservads de su acervo genético silvestre se expresa
en el elevado estado de dormiciéon de las semillas recientemente cosechadas, al
acondicionamiento permitiria superar el bajo poder germinativo en especial en semillas frescas.
En efecto, el priming aumenté muy significativamente el bajo poder germinativo causado por
la dormicidn primaria, llegando a triplicar la capacidad germinativa de las semillas de menos de
un ano de cosechas cuando fueron acondicionadas respecto de aquellas no acondicionadas

(Figura 19).

Tal como se abordé en el Capitulo 3, el priming genera una “memoria de estrés” o “memoria
de priming”, activando genes y mecanismos que otorgan a la semilla mayor tolerancia a
condiciones desfavorables durante la germinacion, la implantacion e incluso en etapas
posteriores del desarrollo. Asi se considera que esta primera experiencia frente al estrés, que
constituye la hidratacidon-deshidratacion que implica el priming, le brinda a la semilla una

“tolerancia cruzada” que la posiciona en mejores condiciones para tolerar cualquier estrés
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bidtico o abidtico (Bruce et al, 2007; Chen y Arora, 2013; Ibrahim, 2016). Sobre la base de estos
principios se evalud la respuesta de semillas de mijo perenne previamente acondicionadas a
deficiencia hidrica y de salinidad durante la germinacién e implantacion, dado que son
condiciones frecuentes que podrian ocurrir en el Sudoeste Bonaerense durante el cultivo. Se
encontrd que el priming mejord la tolerancia a dichas condiciones de estrés, ya que el efecto
del déficit hidrico y de la salinidad afecté en forma significativamente menor a las semillas
acondicionadas, y las plantulas originadas de ellas también tuvieron una respuesta superior
cuando se evaluaron parametros de crecimiento, mortandad de plantulas, de estabilidad de
membranas celulares y estado hidrico. Si bien el Panicum coloratum var. coloratum es una
forrajera apropiada para ser cultivada en ambientes con moderada restriccién hidrica -incluso
superior a la de otras variedades de la especie-, los resultados encontrados demostraron que la
tolerancia al estrés hidrico fue menor que a la salinidad, al menos dentro de los rangos
ensayados. Resultados similares se habian encontrado en otros trabajos llevados a cabo por
investigadores de la Universidad Nacional de La Pampa y el INTA (Ruiz y Terenti, 2012) y por

nuestro grupo de investigacion.

En pos de buscar el origen de la baja calidad de las semillas, durante los Ultimos afios de este
trabajo se llevaron a cabo ensayos en invernaculo para estudiar cronolégicamente los procesos
de maduracidn, dehiscencia y retencién, presentados en el Capitulo 4. La informacidn obtenida
permitio entender que durante los dos primeros afios la cantidad de semillas producidas es muy
baja, asi como su retencion en las panojas. Recién a partir del tercer afio las plantas producen
inflorescencias con mayor capacidad de produccién y retencion de semillas. A pesar de que
estos parametros aumentaron, la maduracién asincrénica se mantuvo como un rasgo
establecido en la especie, lo que explica la presencia de semillas vanas e inmaduras que reducen

la calidad comercial a cosecha (Tischler y Ocumpaugh, 2004).

Por un lado, la elevada dehiscencia favorece la resiembra natural, lo cual podria contribuir a
obtener lotes con una adecuada densidad de plantas, pero por otro, la aparicion secuencial de
nuevas plantas, con baja capacidad productiva, siempre va a causar que se produzcan semillas
con distinto grado de madurez y panojas con pocas semillas que reduciran el rendimiento y la

calidad. Asimsmo, la elevada dehiscencia en los primeros afios podria favorecer el aumento de
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la cobertura del suelo con la resiembra natural, solucionando posibles defectos de la

magquinaria durante la siembra (Petruzzi et al, 2003).

Otro aspecto que se pudo establecer fue que luego de 7 a 8 semanas después de la antesis
se desprendieron las semillas con mayor peso y que las retenidas en las panojas habian
alcanzado un peso significativamente mayor luego de 5 semanas (35 dias) después de la antesis.
Si bien el peso de las semillas puede aumentarse por mejoramiento, la determinacién del
momento mas adecuado para la cosecha, en relacién al mayor peso y cantidad de las semillas,
es importante a fin de maximizar los rendimientos (Tomas et al, 2016). También se encontré
gue la parte media de la panoja es la que aporta la mayor cantidad de semillas, debido a su
forma y a la cantidad de espiguillas fértiles presentes, pero una mayor permanencia de las
semillas en las panojas no asegura la retencién ni el aumento de peso, por lo que no cosechar
en la ventana adecuada aumenta el riesgo de pérdidas. Esto permite conocer la “ventana” mas
adecuada para determinar el momento de cosecha de esta especie, para la que no se han

establecido parametros claros y objetivos de cosecha.

Si la tendencia de los resultados obtenidos en este trabajo, realizado en condiciones
controladas de laboratorio y semicontroladas en invernaculo, fuera aplicable a lo que ocurre en
condiciones naturales, se puede concluir que para disminuir los costos de siembra y asegurar
una mejor implantacion, seria conveniente aplicar alguno de los métodos de
acondicionamiento, ya que al aumentar la eficiencia de las semillas permitiria reducir la
densidad de siembra, en particular cuando las semillas tengan bajo poder germinativo y/o
elevada dormicién. El acondicionamiento ademds otorgaria mayor tolerancia a eventos
ambientales desfavorables, lo que aseguraria una mayor supervivencia y desarrollo de plantulas

bajo dichas condiciones.

Perspectivas futuras

Este trabajo es parte de una investigaciéon llevada adelante por un equipo de docentes

investigadores en el marco de un Proyecto de Grupos de Investigaciéon (PGI) financiado y
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desarrollado en la Universidad Nacional del Sur. A partir de la informacion generada hasta el
momento surge la necesidad de profundizar el conocimiento de los efectos del
acondicionamiento aplicado a semillas de mijo perenne e incluso desarrollar protocolos para
probar otros procedimientos de priming aun no estudiados. Por ejemplo, osmopriming con
extractos orgdnicos, como los hojas de moringa (Basra et al, 2009; Nouman et al, 2012a; 2012b;
Yasmeen et al, 2013), u otros osmobiopriming, también mediante agregados de indculos
baterianos o fungicos (Bisen et al, 2915; Raj y Raj, 2019); incluso podria ensayarse la aplicacién
de estimulantes o de hormonas (hormopriming), como giberelinas, citocinicas, acido ascoérbico,
acido jasmdnico, poliaminas, vitaminas, o bien con soluciones con micronutrientes (Basra et al,
1997; Kasinathan y Wingler, 2004, Zapata et al, 2003), que es la tendencia actual sobre el

acondicionamiento (Hussain et al, 2019).

Aun faltan dilucidar muchos de los efectos fisiolégicos causados por el acondicionamiento
sobre rutas metabdlicas (Ashraf y Wahid, 2000; Blunk et al, 2019; Ingam y Bartel, 1996; Kamboh
et al, 2000; Salam, 1999), procesos de sefializaciéon (Al-Harbi, 1995; Franco et al, 1999) y
modificaciones en la expresidn génica (Salam, 1999; Shinokazi y Yamaguchi- Shinokazi, 2000),
que podrian ser la base de las respuestas observadas a campo en semillas acondicionadas
(Cassaro-Silva, 2002; Harris et al, 1999; Ingram vy Bartel, 1996; Kumar et al, 2002).
Recientemente se ha orientado la busqueda de beneficios no solo a nivel fisiolégico sino
también otros de tipo morfoldgico, ya sea en la semilla misma luego del acondicionamiento
como posteriormente durante el desarrollo de la plantula y de la planta adulta (Blunk et al,
2019; Raj y Raj, 2019). Todos estos procesos han sido citados en abundante bibliografia, pero
seria importante conocer si las observaciones realizadas en otras especies bajo distintas

condiciones de acondicionamiento operan en el mijo perenne y de qué manera se expresan.

Como las combinaciones para aplicar el acondicionamiento de semillas son incalculables,
aun quedan mucho por analizar sobre los efectos de esta técnica en mijo perenne, asi como los
beneficios que genera tanto en etapas tempranas como en el rendimiento final, aunque habria
que definir qué resultados se buscan para acotar y orientar mejor la investigacién. Ya que el
cultivo de esta especie puede tener doble propdsito, produccién de forraje y de semillas,

convendria evaluar el efecto del acondicionamiento sobre su calidad forrajera, su capacidad de
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rebrote, etc., y por otro lado si existe un correlato entre los beneficios del acondicionamiento
sobre la etapa vegetativa que se exprese en la produccion y calidad de las semillas al momento
de cosecha. También seria importante continuar con el estudio de la maduracion y dehiscencia
seminales, dos de los principales problemas de la especie. Algunos de estos hallazgos pueden
ser de importancia para mejoradores y genetistas, que aun tiene muchos aspectos en los cuales

enfocarse para el mejoramiento de la especie.

Por ultimo, la informacidon obtenida sobre el acondicionamiento de semillas, realizado en
este trabajo sobre pequefias muestras y en condiciones de laboratorio, podria resultar la base
de una tecnologia para aplicar en mayor escala, como ha ocurrido con otras tales como el
peleteado, incorporacién de inoculantes, fungicidas, etc. También es un aspecto que escapa los
alcances de esta tesis, pero si se quieren trasladar los resultados obtenidos para la siembra a
campo, se deberia formalizar algin tipo de vinculacién con laboratorios de semillas o con la
industria semillera, que tengan capacidad de aplicar y ofrecer los beneficios del
acondicionamiento en una especie que aun requiere mucho esfuerzo para mejorar su

performance.
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