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RESUMEN

“Biologia reproductiva y factores que regulan la germinacién en poblaciones
de Sporobolus phleoides Hack., una graminea haldfita endémica de
Argentina.”

Sporobolus phleoides es una graminea hal6fita endémica de Argentina
considerada un recurso fitogenético importante para areas salinas. Conocer su
biologia reproductiva y comportamiento germinativo resulta imprescindible para la
adecuada conservacion del germoplasma e inclusion en planes de domesticacion.

La biologia reproductiva se estudi6 a través de la fenologia, analisis
embrioldgicos, y tratamientos de auto-polinizacion vs. polinizacion libre, en seis
poblaciones de plantas cultivadas en un entorno comuan. S. phleoides presenta un
sistema reproductivo sexual y mixto, predominantemente autégamo con elevadas
tasas de fertilidad. Presenta espiguillas casmdgamas y cleistdgamas simultaneas
en la misma inflorescencia. La cleistogamia promedia un 23% en todas las
poblaciones.

Los efectos de la luz, la temperatura, el almacenamiento en seco, nitratos,
la estratificacion fria y punzado fueron evaluados en la germinacion de las seis
poblaciones. S. phleoides presenta dormancia fisiol6gica no-profunda relacionada
con su testa. A través del punzado se logré6 romper la dormancia de todas las
semillas. Las respuestas de germinacion fueron mejores bajo la estratificacion en
frio en combinacién con nitratos que para el almacenamiento en seco. Sin
embargo, las poblaciones mostraron diferentes respuestas de germinacion para
ambos tratamientos. El conocimiento de esta variabilidad es fundamental para su
domesticacién y conservacién en bancos de genes.

Palabras clave: Sporobolus, biologia reproductiva, autogamia,

cleistogamia, germinacion, dormancia, Poaceae
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ABSTRACT

"Reproductive biology and factors regulating germination in populations of
Sporobolus phleoides Hack., a halophyte endemic grass from Argentina."

Sporobolus phleoides is a halophyte endemic grass of Argentina considered
an important genetic resource for saline environments. Information about its
reproductive biology and germination behaviour are needed to programming
germplasm collections and for future plans of domestication.

Its reproductive biology was studied through phenology, embryological
analysis, and self-pollination vs. open-pollination treatments in six populations
obtained from four provinces of Argentina and cultivated in a common
environment. S. phleoides reproduces sexually and presents a mixed reproductive
system, being mainly autogamous and showing a high fertility rate.
Chasmogamous and cleistogamous spikelets occur simultaneously on the
inflorescence. The average percentage of cleistogamy during the study period was
23% for all populations evaluated.

The effects of light, temperatures, dry storage, nitrates, cold stratification
and pricking were evaluated in the germination of the six seeds populations. S.
phleoides has a non-deep physiological dormancy related with their testa. Pricking
was the only treatment able to break seed dormancy. The germination responses
were better for treatment of cold stratification in combination with nitrates than for
dry storage. However the populations showed different germination responses for
both of them. The knowledge of this variability is essential for domestication,
breeding, and seed storage in gene banks.

Keywords: Sporobolus, reproductive biology, autogamy, cleistogamy,
germination, dormancy, Poaceae
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CAPITULO I:

Introduccion general



1. Introduccion:

El forraje ofrecido por los pastizales naturales y pasturas cultivadas tanto
anuales como perennes, constituyen los principales componentes en la
alimentacion de la ganaderia argentina (Anderson, 1980; Quiroga et al., 2009,
Mendez et al., 2013).

Argentina se caracteriza por poseer extensas areas ocupadas por
pastizales naturales cuya rica y variada flora constituye un importante reservorio
de biodiversidad. Tal es asi que la produccién ganadera de nuestro pais, en
particular las explotaciones de cria bovina, caprinas y ovinas se basan casi
exclusivamente en la utilizacidon de estos pastizales como fuente de recursos
forrajeros. La expansion de la frontera agricola ocurrida en los ultimos 25 afos, ha
ocasionado que las actividades ganaderas se desplacen hacia las regiones mas
aridas de Argentina, areas en las que la oferta de especies forrajeras cultivadas
resulta bastante escasa. Este proceso no fue acompafado debidamente por un
sistema planificado de capacitacién hacia productores y técnicos, ocasionando
una importante erosién de estos recursos fitogenéticos nativos (PROCISUR, 2010)
y una merma de la produccion de los pastizales. Esto se ve incrementado por los
caracteristicos factores edafo-climaticos de estos lugares, que condicionan
fuertemente el tipo de especies vegetales que alli pueden prosperar (De Leodn,
2009; Monti & Delgado, 2013).

De las 9.938 especies de plantas vasculares descriptas para Argentina,
1.151 son gramineas (Zuloaga et al., 1999). No obstante la mencionada riqueza
de ésta familia, a la que pertenecen la mayoria de las especies forrajeras que
integran los pastizales, muy pocas han sido estudiadas con fines agronémicos y
menos aun domesticadas e introducidas a cultivo (Deregibus, 1994; Diaz, 2007;
Exner, 2012).

El valor forrajero potencial de las especies nativas, muchas de ellas
endémicas de Argentina, y en particular la variabilidad genética que las mismas
poseen, ha sido ampliamente reconocido por fitomejoradores de diversos paises,
ya que pueden ofrecer una amplia gama de genes de resistencia para el estrés
biético y abidtico (Rao & Hodgkin, 2002; Greco & Cavagnaro, 2005; Mnif et al.,
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2005; Rogers et al., 2005; Bhullar et al., 2009; De Ledn, 2009; Quiroga et al.,
2009; Marinoni et al., 2015). La prospeccion de especies nativas y su integracion
efectiva a los sistemas productivos regionales se tornan un reto cada vez mayor,
reforzando la necesidad de realizar acciones tendientes a la conservacion de
estos ecosistemas y sus recursos genéticos.

Con la intencion de abordar este aspecto de vacancia cientifico-tecnoldgica, la
Universidad Nacional del Litoral (UNL) ha creado el Programa de Interés
Institucional: “Programa de Documentacion, Conservacion y Valoracién de la Flora
Nativa” (PRODOCOVA). En relacion con dicho programa se realizan distintas
actividades relacionadas con la prospeccion, documentacién, colecta y la
generacion de conocimientos basicos y aplicados necesarios para conservar,
valorar y manejar de manera sustentable aquellas especies nativas consideradas
promisorias como recursos fitogenéticos agronémicos, y en particular como
recursos forrajeros. En el marco de dicho Programa, la Facultad de Ciencias
Agrarias (FCA-UNL) ha creado el Banco de Germoplasma “Ingeniero José Mario
Alonso”, orientado a la colecta, conservacidn y caracterizacion de germoplasma de
especies forrajeras nativas.

En este banco se conservan semillas de mas de 300 accesos de diferentes
especies de gramineas y leguminosas colectadas en distintas regiones de
Argentina, seleccionadas por su potencialidad para ser utilizadas en programas de
enriquecimiento de pastizales degradados y/o de fitomejoramiento de cultivares
forrajeros.

En relacién con la tematica abordada por el Programa mencionado, y en
especial referencia a las especies forrajeras nativas, se ha venido priorizando la
colecta y el estudio de las siguientes especies: Bromus auleticus Trin. ex Nees
(Gutiérrez et al., 2006a; 2006b; 2015); Elymus scabrifolius (Déll) J.H. Hunz.
(Zabala et al., 2009a; 2009b; 2011; Tomas et al., 2012); Setaria lachnea (Nees)
Kunth (Pensiero et al., 1995; Schrauf et al., 1998; Pensiero et al., 2005; Toniutti &
Fornasero, 2008; Exner et al., 2007; 2012 Pensiero et al., 2011); Setaria magna
Griseb. (Aliscioni et al., 2011; Marinoni et al., 2013); Setaria pflanzii Pensiero
(Caponio & Pensiero, 2002); Trichloris crinita (Lag.) Parodi y Trichloris pluriflora E.



Fourn. (Zabala et al., 2011; Marinoni et al., 2013); Desmanthus acuminatus Benth.,
Desmanthus paspalaceus (Lindm.) Burkart, Desmanthus virgatus (L.) Willd.
(Zabala et al., 2008; 2010; Fornasero et al., 2014). Ademas, se incluyeron algunas
especies lefiosas como Vasconcellea quercifolia A. St.-Hil. (Cerino et al., 2015a) y
Ziziphus mistol Griseb. (Cerino et al., 2015b).

Producto de los estudios realizados en las especies forrajeras nativas, varios
de estos materiales se han inscripto o se hallan en tramites de inscripcion como
cultivares forrajeros comerciales ante el Registro Nacional de Semillas (INASE).

Para la seleccion de las forrajeras nativas a estudiar, uno de los aspectos mas
importantes que se tuvo en cuenta ha sido la tolerancia al estrés abi6tico como la
salinidad y la sequia, aspectos relevantes y caracteristicos de las regiones
semiaridas y éaridas a las que se ha desplazado la actividad ganadera. Entre
dichas especies se priorizd6 a Sporobolus phleoides Hack., ya que la misma
presenta una alta tolerancia a la salinidad, aspecto de importancia a la hora de ser
tenida en cuenta como recurso fitogenético en planes de enriquecimiento de
pastizales o de mejoramiento de forrajeras para ambientes marginales. En tal
sentido, conocer la biologia reproductiva y el comportamiento germinativo de esta
especie resultan aspectos basicos tanto para la colecta y conservacién de
materiales para el banco de germoplasma, como para ser tenida en cuenta en los

planes de mejoramiento.

1.1 La especie bajo estudio

Sporobolus R. Br. es un género cosmopolita de la Tribu Zoysieae, Subtribu
Sporobolinae (Denham, 2012), que agrupa a mas de 230 especies distribuidas a
través de las regiones tropicales y subtropicales del mundo, con algunos
representantes en las regiones templado-célidas (Clayton et al., 2006; Peterson et
al., 2014; Simon, 2014; Peterson et al., 2015). Este género reune especies
tipicamente C4 o megatérmicas (Ellis, 1977; Baaijens & Veldkamp, 1991; Simon &
Jacobs, 1999; Giraldo Canas, 2009) las cuales pueden crecer en suelos secos,
salinos o alcalinos, arenosos o arcillosos, tanto de sabanas, paramos y praderas
como de playas y ambientes alterados, entre el nivel del mar y los 3900 m de



altitud (Giraldo Canas, 2009). Varias de estas especies son consideradas haléfitas
(Liphschitz & Waisel, 1974), y han adquirido gran importancia ecolégica y
econdmica por ser empleadas en planes de revegetacion para ambientes salinos,
en modelos para estudios de tolerancia y como recursos forrajeros para areas
degradadas (Wood & Gaff, 1989; Khan & Gulzar, 2003; Joshi et al., 2005; Khan &
Gul, 2008).

En América habitan mas de 70 especies (Peterson et al., 2003; 2007), 11 de
ellas se encuentran representadas en la Argentina (Denham, 2012).

Sporobolus phleoides Hack. (Figura 1a) se destaca por ser una especie
endémica de nuestro pais, constituyendo un elemento tipico de areas salobres y
bordes de lagunas en las Provincias Fitogeograficas Chaquefia y del Espinal
(Astegiano, 1986), donde conforma comunidades haldfilas con especies de
reconocida tolerancia salina pertenecientes a los géneros Distichlis Raf. y
Sarcocornia (Duval-douve ex Moss) A.J.Scot. Su distribucion abarca las provincias
de Catamarca, Cérdoba, Jujuy, La Pampa, La Rioja, Mendoza, Salta, Santiago del
Estero, Santa Fe, San Juan, San Luis y Tucuman (Denham, 2012) (Figura 1b).

Debido a su comportamiento haléfito (Ballesteros, 2010) y su caracter perenne,
es considerada un recurso fitogenético importante para ambientes salinos
(Aronson, 1989; Rogers et al, 2005). Si bien Quiroga & Correa (2011) han
sefialado que esta especie posee un valor forrajero intermedio, esto puede verse
compensado por una buena capacidad de repoblacidén, escasa exigencia de
nutrientes o una buena resistencia a condiciones de estrés ambiental.

El conocimiento de la biologia de esta especie ayudara a definir métodos
apropiados para su colecta, conservacidbn y su utilizacion como recurso
fitogenético. Los protocolos de coleccién, conservacidon y utilizacion del
germoplasma de recursos fitogenéticos silvestres se hallan fuertemente
condicionados por la biologia de las especies a conservar (Brown & Marshal,
1995; Engels & Visser, 2003; Crossa & Vencovsky, 2011). Por otra parte, la
utilizacién eficiente de los recursos fitogenéticos requiere de la apropiada colecta,
caracterizacion y evaluaciéon de los materiales disponibles (Tyler et al., 1985;
McFerson, 1998; Muir et al., 2011).
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Figura 1: a) imagen de S. phleoides; Barra = 10 cm (Fuente: Pensiero); b) area de
distribucién de la especie.

Informacién béasica relativa al sistema reproductivo, floracién, produccion de
semillas, sistemas de polinizacion, dormancia seminal, comportamiento

germinativo, y la capacidad de las semillas para ser almacenadas resultan



fundamentales para el manejo efectivo del germoplasma (Engels & Visser, 2003) y
su inclusién en planes de domesticacion (Casler & Van Santen, 2010).

2. Objetivos
2.10bjetivo general:

Obtener informacion sobre la biologia de Sporobolus phleoides,
particularmente sobre su biologia reproductiva y su comportamiento germinativo,
que seran de utilidad para su inclusibn en planes de conservacion vy
domesticacion.

2.2 Objetivos principales:
e Determinar el sistema reproductivo de S. phleoides (Capitulo ).
e Proporcionar informacién sobre el comportamiento germinativo de S.

phleoides (Capitulo I11).

3. Materiales y sitio de estudio
Las plantas de Sporobolus phleoides utilizadas en este trabajo se originaron
a partir de semillas colectadas en diferentes ambientes (Tabla 1). De cada
poblacion se colectaron semillas de al menos 30 plantas separadas por 5 m de
distancia una de otras. Ademas, de cada poblacién se colecté un ejemplar de
herbario que se conserva en el Herbario “Arturo Ragonese” (SF) de la FCA-UNL.
Las semillas colectadas de cada individuo fueron sembradas en bandejas
plasticas sobre un sustrato de arena durante el mes de agosto de 2011. Cuando
las plantulas alcanzaron los 5 cm fueron trasplantadas individualmente a macetas
plasticas de 5 | con una mezcla homogénea de suelo, arena y material organico
(resaca comercial), cuya proporcion en volumen fue de 2:1:1 respectivamente, y
mantenidas bajo invernadero. Luego de cuatro meses las plantas alcanzaron unos
30-40 cm de altura, y fueron trasplantadas en el campo experimental de la
Facultad de Ciencias Agrarias (UNL), en la localidad de Esperanza, Santa Fe (31°
27" S, 60° 56° W). Cada poblacion estudiada estuvo representada por 30 plantas,
las que fueron ubicadas segun un disefio completamente al azar, separadas unas

de otras por 40 cm.



Tabla 1: Origenes de las poblaciones de plantas de S. phleoides empleadas en

este estudio.

Provincia
. ] ) o o Departamento y
Poblaciones Id Fitogeografica Provincia . Lat. Long.
o Localidad
(Distrito)
8028 Chaquse;‘so()Chaco LaRioja |Dep. Gral. Belgrano | 30°38°24,70" |65°35°40,20"
7610 Chaquena (Chaco | g o | Dep. Tulumba, 1 og054-6 040 |64040710,907
Seco) Salinas Grandes
8415 Espinal (del | o g pe D8P San Cristobal, | 5004155 800 [61016712,20"
Algarrobo) Huanqueros
8452 Chaquena (Chaco | o\ ko | Dep. 9de Julio  |28°09°55,40” [61°44719,80"
Humedo)
. Dep. Gral.
8393 Espinal (del San Luis Pedernera,  |33°37°36,00" | 65°26°4,40"
Caldén) .
Villa Mercedes
Espinal (del Dep. San Cristébal, |, o - » |r1000- ,
9722 Aoarrobo) SantaFe | o0 SRl s 0 130°09°65,62” [6100°23,33

' 1d: identificacién correspondiente al nimero de catalogo de coleccién del Dr.
Pensiero, conservado en el Herbario (SF)
2 Seglin Cabrera (1994)



CAPITULO II:

Biologia reproductiva de Sporobolus phleoides



1. Introduccion

El modo de reproduccién es uno de los principales factores que determinan la
estructura genética de las poblaciones naturales (Jain, 1975; Loveless & Hamrick,
1984; Godt & Hamrick, 1998). Debido a esto, las actividades de mejoramiento y
multiplicacion de semillas de recursos fitogenéticos requieren del conocimiento de
su sistema reproductivo para lograr una adecuada conservacion, utilizacion vy
mantenimiento de su diversidad genética (Charlesworth & Wright, 2001; Rivas,
2001; Glemin et al., 2006).

El sistema reproductivo vegetal comprende aquellos atributos que determinan
cdmo se unen las gametas para formar un cigoto (Barret & Ekert, 1990), de modo
tal que algunos sistemas restringen la recombinacion génica y otros la promueven.

Dentro de las Angiospermas se encuentran una gran variedad de sistemas
reproductivos, incluyendo la reproduccion asexual, sexual 0 una mezcla de ambos.
A través de la reproduccion asexual se logra una progenie genéticamente idéntica a
los progenitores (a excepcidbn de alguna diferencia causada por mutaciones
somaticas). Por otro lado, las especies de reproduccion sexual pueden dividirse en
dos grandes grupos: las predominantemente autégamas (capaces de auto-
fecundarse); y las predominantemente alégamas (de fecundacidon cruzada). Las
principales diferencias entre autdgamas y alégamas se dan en la distribuciéon de la
diversidad genética. En las autbégamas las plantas son homocigotas y las
poblaciones estan fuertemente estructuradas en lineas puras. Las especies con
fecundacién cruzada, en cambio, tienen plantas heterocigotas y las poblaciones
presentan una importante diversidad genética basada en las diferencias genéticas
entre los individuos, no existiendo una estructuracion de las mismas (Jain, 1975).

Los mecanismos de polinizacidén constituyen uno de los medios mas efectivos
para regular la recombinacién génica dentro de los sistemas sexuales (Lloyd &
Shoen, 1992; Ashman & Shoen, 1996). Estos mecanismos se encuentran
asociados a diversos factores genéticos, ecoldgicos, morfoldgicos y fisiologicos de
las plantas, los cuales combinados determinan la proporcién de autofecundacion
y/o fecundacién cruzada que constituira a la progenie, al éxito reproductivo
(cantidad de progenie fértil producida) y por lo tanto al fithess (valor adaptativo)
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(Wright & Meagher, 2003; Stinson, 2004; Lacey et al,2003; Lloyd, 1992;
Armbruster et al., 2002; Goodwillie et al., 2005; Exner et al., 2010). Estos ultimos
ofrecen la posibilidad no sélo de conocer cobmo se estructura la informacién
geneética poblacional, sino también otros aspectos fundamentales para determinar
las estrategias de conservacidén de una especie (Jain, 1975; Exner et al., 2010).

1.1 Sistema reproductivo en gramineas

La gran mayoria de las gramineas presentan hermafroditismo (Connor, 1979),
y a pesar de las varias ventajas potenciales de la autopolinizacion (Fisher, 1941;
Baker, 1955; 1967; Schoen et al., 1996; Schoen & Busch, 2008) algunas especies
poseen mecanismos para reducirla o prevenirla (lgic et al., 2008).

La fecundacion cruzada puede ser impuesta a través de sistemas de auto-
incompatibilidad gametofitica (incapacidad de producir semillas por rechazo del
polen propio, controlado genéticamente), o bien a través de la dicogamia
(separacion temporal de las funciones sexuales) (lgic & Khon, 2006). Pero en los
individuos auto-compatibles (capaces de producir semillas por autopolinizacion),
una serie de factores ecoldgicos, fisiolégicos y morfologicos determinan la
proporcion de autofecundacién y de qué manera ésta se lleva a cabo (Lloyd &
Schoen, 1992).

Una forma particular de autofecundaciéon, muy extendida entre las gramineas,
consiste en la cleistogamia. La misma consiste en la autopolinizacién que ocurre en
el interior de antecios cerrados (antecios cleistogamos) debido generalmente a
algunas modificaciones estructurales (Lloyd & Schoen, 1992). En este sentido,
Campbell et al. (1983) proponen una clasificaciébn para los distintos tipos de
cleistogamia que ocurren dentro de las gramineas, segun diversas caracteristicas
morfo-funcionales.

Por otro lado, los antecios abiertos (0 casmégamos) también presentan
potencial para auto-fecundarse. En estos casos la autopolinizacion puede ser
facilitada a través de algun vector, o bien llevarse a cabo de manera autébnoma
(Lloyd & Schoen, 1992), pudiendo ocurrir antes, durante o después de la
polinizacion cruzada (Lloyd, 1992). La autopolinizacion entre flores del mismo
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individuo, mejor conocida como geitonogamia, también es un fendmeno comuin en
las Angiospermas auto-compatibles (Lloyd & Schoen, 1992).

Varias especies de gramineas presentan ambas formas florales en el mismo
individuo y al mismo tiempo, a las cuales se las refiere como especies cleistdgamas
facultativas (Campbel et al. 1983), y se considera que poseen un sistema
reproductivo mixto o multiple estratega (Lloyd, 1984; Schoen, 1984; Redbo-
Torstensson & Berg, 1995; Masuda et al., 2001).

1.2 Antecedentes en el género

Las especies del género Sporobolus se caracterizan por presentar
inflorescencias en panojas, con espiguillas unifloras. Cada espiguilla posee un
solo antecio hermafrodita y estd compuesta por 2 glumas (gluma 1 y gluma 2), 2
glumelas (lemma y palea), 2 lodiculas, 3 estambres con anteras biloculares, un
ovario supero 1-ovulado con dos estigmas sésiles y plumosos.

Este género presenta tipicamente reproduccion sexual (Engstrom &
Marshfield, 2004), con posibilidad de reproducirse vegetativamente a través de
rizomas y estolones (Smith-White, 1988; Febles et al., 2010). Sin embargo, la
reproduccién asexual a través de la agamospermia fue observada en una raza
triploide de Sporobolus virginicus (L.) Kunth (Smith-White, 1988).

Dadas las caracteristicas de su floracion, la autogamia constituye un
mecanismo reproductivo muy extendido dentro del género. Incluso varias de sus
especies han sido sefaladas como cleistbgamas facultativas como: Sporobolus
platensis Parodi (Rosengurtt & Arrillaga de Maffei, 1961; Rosengurtt, 1984),
Sporobolus neglectus Nash. (Doyon & Dore, 1967), Sporobolus asper (P.Beauv.)
Kunth (Riggins, 1977), Sporobolus indicus (L.) R.Br. (Astegiano, 1986), Sporobolus
ozarkanus Fernald, Sporobolus vaginiflorus (Torr. ex A.Gray) Alph. Wood (Mc
Gregor, 1990), y Sporobolus cryptandrus A.Gray (Parodi, 1928). La cleistogamia
constituye un claro indicador de auto-compatibilidad reproductiva (Connor, 1979;
1981), la cual fue comprobada sélo para Sporobolus airoides (Torr.) Torr., S.
cryptandrus (Fryxell, 1957), Sporobolus compositus (Poir.) Merr. (Weaver, 1954) y
S. indicus (Aracne, 2010). Estas dos Ultimas especies son principalmente
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autdbgamas, sin embargo tienen un sistema reproductivo mixto en el cual la auto-
polinizacion y la polinizacién cruzada pueden coexistir, incluso en la misma
panicula (Riggins, 1977; Astegiano, 1986; Aracne, 2010).

Para S. phleoides no se hallaron trabajos relacionados a sus mecanismos de
polinizacion que permitan incluir a esta especie en alguna de las categorias

mencionadas.

1.3 Caracteristicas de plantas predominantemente autégamas:

La tasa de autofecundacion puede variar ampliamente entre especies
estrechamente relacionadas e incluso entre poblaciones de una misma especie
(Jain, 1976; Goodwillie et al., 2005). Debido a ello, para determinar el sistema
reproductivo de S. phleoides en este trabajo se abordaron las siguientes
caracteristicas que son tipicas de especies predominantemente autégamas
(Cruden, 1977; Richards, 1986; Dafni, 1992; Lloyd & Schoen, 1992; Lloyd, 1992;
Cheplick, 2007; Kalisz et al., 2012; Duncan & Rauscher, 2013):

Proporcién antecios cleistbgamos: Por lo general en las gramineas la

cleistogamia es facultativa, presentdndose de modo simultaneo antecios
casmoégamos (CH) y cleistogamos (CL) en el mismo individuo (Campbel et al.,
1983). Tipicamente existen diferencias morfoldégicas o de desarrollo entre ambos
tipos de antecios, y debido a que sélo los CL aseguran la autofecundacién, se
considera que estas especies presentan dimorfismo reproductivo, dado que se
conserva la potencialidad de fecundacién cruzada en los CH (Lord, 1981; Clay,
1983; Schoen & Lloyd, 1984; Cheplick, 1994; Plitmann, 1995; Culley & Klooster,
2007). De esta manera, el balance entre estos modos reproductivos puede
expresarse entonces bajo la proporcién CH/CL (Cheplick, 2007) o bien a través del
porcentaje de cleistogamia (el numero de espiguillas CL dividido por el numero total
de espiguillas CL+CH) (Clay, 1983).

Esta proporcién es muy plastica y puede ser muy variable entre las distintas
especies y sus poblaciones; y ademas puede ser influenciada por la ontogenia y los
cambios en el ambiente (Campbell, 1982; Clay, 1983; Cheplick, 2007), y expresa la
proporcién de semillas que son producidas efectivamente por autofecundacion.
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Caracteristicas morfoldqgicas y fenolégicas: La probabilidad de autogamia en

los antecios casmdgamos puede verse aumentada cuando se superponen en el
tiempo y en el espacio las funciones de donante (liberacion de polen) y receptora
de polen (receptividad estigmatica) al nivel de antecio (autogamia) y al nivel de
inflorescencia (geitonogamia) (Lloyd & Schoen, 1992). Muchos atributos como el
pequefio tamafno de las flores, la corta distancia entre anteras y estigma, la
sincronia de las funciones masculinas y femeninas, ciclos florales cortos, estan
relacionados a elevadas tasas de autogamia (Ornduff, 1969; Sicard & Lenhard,
2011; Kalisz et al., 2012; Duncan & Rauscher, 2013).

El analisis de las caracteristicas morfolégicas y fenolégicas de las flores es
un aspecto fundamental para una adecuada comprension de la estrategia
reproductiva en las diversas especies. El conocimiento de la secuencia de
floracion y su duracidn, determinan ademas las posibilidades de dirigir y programar
las actividades vinculadas con el proceso de obtencion de variabilidad y de
seleccion de materiales (Allard, 2000).

Produccion polinica: La reduccidn de la inversion en estructuras masculinas y

de atraccién a polinizadores (costo de apareamiento) es comun de especies
predominantemente autbégamas, y esto se traduce en una mayor inversién en
estructuras femeninas como la produccién de frutos y semillas (Solbrig,
1976; Cruden & Lyon, 1985; Brunet, 1992; Raimundez & Ramirez, 1998; Guzman
2005). Cuanto mas eficiente es la transferencia de polen, menor es el nimero de
granos de polen producidos por évulo (P/O), lo cual determina una relacién entre el
sistema reproductivo y la producciéon de polen (Cruden, 1977). Asi, las flores de
taxones auto-incompatibles y alégamos producen mas granos de polen por évulo
que los taxones auto-compatibles o autégamos (Lloyd, 1965; 1987; Cruden, 1977;
Frankel & Galum, 2012).

Esta caracteristica ha sido muy empleada para establecer de modo indirecto el
sistema reproductivo en diversas especies de plantas. Luego de estudiar 86
especies de Angiospermas, Cruden (1977) establecié distintos valores de relacidén
P/O como referencia para estimar el sistema reproductivo (Tabla 2).
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Tabla 2: Sistema reproductivo segun la relacién del n® de granos de polen por évulo
(P/O) (Cruden, 1977).

Sistema Reproductivo P/O
Cleistogamia 47+0,7
Autogamia Obligada 27,7 £ 3,1
Autogamia Facultativa 168,5 + 22,1
Alogamia Facultativa 796,6 + 87,7
Alogamia 5859,2 + 936,5

Establecimiento de frutos producidos bajo distintas condiciones de

polinizacién: Las especies autdgamas poseen la capacidad de producir frutos en
condiciones de escasez de polinizadores y/o potenciales fuentes de polen, lo cual
ha sido considerado como una de las principales ventajas de la autogamia (Baker,
1955; Jain, 1976; Holsinger, 1996). Esta habilidad para autofecundarse permite
estudiar su sistema reproductivo mediante el establecimiento de semillas
producidos bajo distintas condiciones de polinizacién (polinizacion libre, exclusién
de polinizacion, emasculacion removiendo el polen o las anteras; etc.) (Cugen et
al., 1989; Lloyd & Schoen, 1992; Gutiérrez, 2003). De esta manera, Aracne (2010)
pudo estimar el sistema reproductivo de S. indicus, comparando el establecimiento
de semillas bajo distintos tratamientos de polinizacion. Este autor observé que el 70
% de los antecios fueron capaces de producir frutos tanto bajo polinizacion libre,
como en condiciones de autopolinizacion forzada (mediante el ensobrado de
inflorescencias y aislamiento), lo cual indica que esta especie presentaria auto-

compatibilidad y un sistema reproductivo predominantemente autégamo.

2. Hipétesis

e Al igual que sus congéneres, Sporobolus phleoides presenta un sistema
reproductivo mixto. Prediccién: Se observard la presencia de espiguillas
cleistbgamas y casmdgamas.

e Al igual que otras especies del género, S. phleoides presenta auto-
compatibilidad y predominancia de autogamia. Prediccion: Registro de una
elevada relacion fr/fl bajo condiciones de auto-polinizacion y baja relacion
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P/O. Presencia de caracteristicas que favorecen la autogamia en antecios
casmdgamos (ausencia de barreras espacio-temporales entre la liberacién
de polen y la receptividad estigmatica, elevada cantidad de antecios por
panicula).

Como en mayoria de las especies del género, en S. phleoides las semillas
producidas son de origen sexual. Prediccion: Se observara la presencia de

meiosis durante el desarrollo del gametofito femenino.

3. Objetivos
3.1 General

Determinar el sistema reproductivo de Sporobolus phleoides.

3.2 Especificos

1)

Estudiar la fenologia de la floracién (registro del momento del dia en que se
produce la apertura floral; duracién de la floracién a escalas de espiguilla,
inflorescencia y planta; determinacién de sincronia entre liberacion de polen
viable y receptividad estigmatica; analizar la expresion de cleistogamia
mediante el porcentaje de antecios cleistbgamos).

Estudiar el sistema reproductivo (a través del registro de la relacion
polen/évulo; y la produccién de semillas en cruzamientos forzados y libres).
Estudiar el desarrollo del mega-gametofito para determinar el origen sexual

de las semillas.

4. Materiales y Métodos

4.1 Caracteristicas de la especie en estudio:

Sporobolus phleoides es una graminea cespitosa de 50 a 100 cm de altura.

Sus inflorescencias consisten en paniculas espiciformes densas, contraidas, de 7-

20 cm de longitud y 0,3 a 0,4 cm de ancho, truncadas o redondeadas en el apice,

con ramificaciones adpresas o fusionadas al eje principal. Sus espiguillas son

unifloras, de 1,6 a 2 mm de longitud y se desarticulan sobre las glumas a la

madurez. Sus glumas, en niumero de 2, son poco mas cortas o iguales a la lemma
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y palea. Los antecios (lemma y palea) incluyen dos lodiculas y una flor perfecta
con dos estigmas plumosos y tres estambres cuyas anteras alcanzan de 0,4 a 0,6
mm de longitud. El fruto es un utriculo, cuyo pericarpio es libre y tipicamente se
torna mucilaginoso con la humedad ambiental. Este utriculo es elipsoide, de 1,5
mm de longitud, de color marrén claro (Parodi 1928; Steibel et al., 1997; Peterson
et al., 2001; Denham, 2012). Los detalles pueden observarse en la Figura 2.

Utriculo

|
¥

Imm

Imm

cm

YO foomine

Figura 2: Detalles de la especie: a) panicula; b) espiguilla; y c¢) utriculo. (Fuente:
http://www.floraargentina.edu.ar)

17


http://www.floraargentina.edu.ar/

4.2 Fenologia de la floracion
Las observaciones fenoldgicas fueron realizadas siguiendo un ciclo anual
completo durante los anos 2012 y 2013.

A nivel poblacional: se registr6 el momento en que se observd la primera

panicula en florecer y el momento en el que se registré la panicula de floracion
mas tardia, con la finalidad de establecer el rango maximo de floracion de la
poblacion. La unidad experimental fue la planta y la variable a medir fue el tiempo
transcurrido entre comienzo y fin de floracion. Se consider6 "comienzo de
floracion" cuando se detect6 la primera planta experimental que presentd una
panicula con al menos un antecio abierto; y "final de floracién" cuando la panoja
mas tardia en florecer -en cada planta observada- presenté mas del 50 % de sus
espiguillas en antesis.

A nivel de inflorescencia: se siguid la floracion de la segunda panicula, en

10 plantas tomadas al azar de cada poblacién (n = 10 por poblacién). La unidad
experimental fue la segunda panicula en emerger de cada planta y la variable a
medir fue el tiempo que tard6 cada panoja en completar la apertura de todas sus
espiguillas.

A nivel de la espiguilla: se siguié la floracion de 20 espiguillas de 5 plantas

tomadas al azar de cada poblacién (n = 100 por poblacién). La unidad
experimental fue la espiguilla y la variable a medir fue el tiempo que tarda cada
espiguilla en completar la apertura de su antecio. El registro se efectud diariamente,
y se considerd “antecio abierto” aquel que habia iniciado la separacién de lemma y
palea. Para cada antecio se registraron los cambios morfolégicos (forma, color,
cronologia y modalidad de apertura de las anteras, a partir de la receptividad del
estigma, la liberacién del polen y los cambios después de la fertilizacion) a
intervalos de 2 minutos, a partir del comienzo de la separacion de sus glumelas y
hasta el cierre definitivo del antecio.

4.3 Receptividad estigmatica
Para determinar el momento en que los estigmas estan en condiciones de

recibir polen, se determind la receptividad estigmatica en distintos estadios florales
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definidos de la siguiente manera: (1) antecio cerrado; (2) antecio antes de la
fertilizacion, cuyas anteras todavia se mantienen cerradas; y (3) antecios después
de la fertilizacién, cuyos estigmas permanecen turgentes. La receptividad
estigmatica fue evaluada para cada uno de estos estadios, empleando 10 antecios
procedentes de 5 plantas por poblaciéon (n = 150 estigmas por poblacion). La
receptividad fue determinada colocando una solucién compuesta de 6.6 ml de
agua, 1.4 ml de guaiacol y 2 ml peroxido de hidrogeno (3 %) al estigma (Tel-Zur &
Schneider 2009). Los estigmas se consideraron receptivos si mostraban un
burbujeo vigoroso y cambio de color de blanco a marron claro.

4.4 Relacion P/O y viabilidad polinica

Recuento de granos de polen por flor: De 10 plantas tomadas al azar de
cada poblacion se cosecharon 3 espiguillas con sus respectivos antecios cerrados,
elegidas en distintos sectores de una misma inflorescencia y fijadas en FAA para su
posterior andlisis. Las tres anteras de cada espiguilla (n = 90 anteras por
poblacion) fueron maceradas y montadas en medio glicerina-gelatina con unas
gotas de safranina (Zarlavsky, 2014) y se realiz6 el conteo de los granos de polen
siguiendo las recomendaciones de Cruden (1976) y Dafni (1992) para anteras que
contienen una cantidad de granos de polen <2000. Este dato fue empleado para
calcular la relacién entre el niumero de granos de polen producido por 6vulo y
compararlos con las categorias establecidas por Cruden (1977).

Viabilidad polinica: fue estimada a partir de la técnica de tincién con Lugol
(2 %) (Johansen, 1940). Para ello se colecté el polen procedente de 5 plantas
escogidas al azar de cada poblacién (n = 5 plantas por poblacién) en una misma
caja de Petri. Inmediatamente se procedi6é a la tincién del mismo colocando el
polen con un pincel sobre una gota de solucion durante 5 minutos. Por cada
poblaciébn se evaluaron 4 réplicas de 200 granos de polen cada una,
determinandose el porcentaje de polen tenido.

4.5 Porcentaje de cleistogamia
El porcentaje de cleistogamia fue determinado al comienzo del periodo de
floracion durante Noviembre-Diciembre de 2013. El porcentaje fue calculado de un
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total de 150 espiguillas basales y 150 espiguillas apicales de 5 inflorescencias
tomadas al azar por poblacién (n = 1500 espiguillas por poblacién). Las espiguillas
se consideraron cleistbgamas cuando en el interior del antecio se hallaron
conservados de forma completa los estambres y estigmas junto con la cariopsis ya
formada (Figura 3 d) (Rosengurit 1984). El porcentaje de cleistogamia fue definido
por el numero de espiguillas cleistdgamas divididas por el total de espiguillas
analizadas (Clay, 1983).

4.6 Produccion de semillas bajo distintas condiciones de polinizacion
Dado que el género Sporobolus presenta frutos 1-ovulados, la fraccion
correspondiente a la relacién semilla/6vulo es igual a 1, por lo cual se evalud la
produccién de semillas a través del porcentaje de frutos obtenidos bajo distintos
tratamientos de polinizacion. Los tratamientos fueron definidos como:
- Autopolinizacién a través de dos métodos:

1) Las inflorescencias de 5 plantas tomadas al azar (n = 5
inflorescencias por poblacion) fueron cubiertas con bolsas de tela
antes de la antesis;

2) Las inflorescencias de 5 plantas en macetas (n = 5 inflorescencias
por poblacién) fueron aisladas a 600 m de fuentes de polen co-
especifico antes de su antesis.

- Polinizacion libre (control): Las inflorescencias de 5 plantas fueron
marcadas antes de su apertura.

De cada inflorescencia se analiz6 el nimero de frutos formados en tres
muestras de 50 espiguillas del sector apical y 50 espiguillas del sector basal (n =
300 espiguillas por inflorescencia), calculandose luego el porcentaje de produccién
de semillas. De esta manera, cada poblacion estuvo representada por n = 1500

espiguillas.

4.7 Analisis embriol6gicos

Para los analisis embriolégicos, 5 inflorescencias en distintos estadios de
desarrollo de 3 plantas por poblacién (n = 15 inflorescencias por poblacion) fueron
fijadas en FAA durante 24 horas (Ruzin, 1999) y conservadas posteriormente en
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etanol al 70%. Este material, luego de diseccionado, fue tratado con &cido
fluorhidrico durante 48 horas para disolver la silice contenida en sus estructuras.
Luego se deshidraté mediante una serie de alcohol-xilol y fue embebido en
parafina (D’Ambrogio de Argieso, 1986). Se realizaron cortes ultrafinos de 7-9 um
de espesor con un microtomo rotativo. Los cortes fueron posteriormente
desparafinados, tefidos mediante tincién diferencial de Safranina y Fast-Green
(D’Ambrogio de Arglieso, 1986) y observados en microscopio optico.

4.8 Andlisis estadisticos

Los datos obtenidos fueron analizados mediante un Analisis de Varianza
(ANOVA). Para ello se constatd que se cumplan los supuestos de normalidad
(mediante test de Wilk-Shapiro) y homogeneidad de varianzas (mediante test de
Bartlett). Los datos fueron transformados a la raiz cuadrada del arco seno en caso
de no presentar distribucién normal, pero los resultados se presentan como medias
y desviaciones estandar sin transformar. Las diferencias entre los valores medios
fueron sometidos al Test de Tuckey (p < 0,05). Estos analisis se realizaron con el
software InfoStat version 2011 (Di Rienzo et al., 2011).

5. Resultados

5.1 Fenologia de la floracién

A nivel de poblacién, la floracién fue homogénea y dur6 unos 206 * 51 dias
(F= 1,40; p= 0,20), exhibiendo una clara superposicion entre plantas y
poblaciones. La floracibn comenz6 a principios de Octubre de 2012 y continud
hasta el 23 de Julio de 2013, finalizando con la primera helada.

La floracion tuvo una duracion de aproximadamente 12 + 1,60 dias en
inflorescencias de todas las poblaciones (F= 1,10; p= 0,40). La direccién de la
floracion en la panicula fue basipeta, comenzando en el apice y continuando hasta
la base. Durante el periodo de floracion, se observaron numerosas espiguillas con
antesis simultéanea, incluso en un mismo sector de la inflorescencia (Figura 3a).

Las espiguillas en antesis fueron registradas desde las 7 am hasta las 18
pm durante dias largos. Todas las paniculas presentaron espiguillas casmoégamas
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y cleistbgamas. Antes de la antesis las ramas estigmaticas se encontraban
receptivas y la mayoria de las anteras se tornaron de color rosado. Entre las
espiguillas casmdégamas se hallaron antecios completamente abiertos (Figuras 3c,
4d) y parcialmente abiertos (Figura 4d). Para las primeras, la antesis comienza
con la total separaciéon de la palea, lemma y glumas, las cuales permiten la total
exposicién de las ramas estigmaticas (Figura 4b). Al mismo tiempo los filamentos
estaminales se alargan dejando las anteras por fuera del antecio, y arriba de las
ramas estigmaticas, proceso que llevé unos 30—40 minutos desde la apertura del
antecio (Figura 4c). Durante los siguientes 20 minutos, las tres anteras se abren
de manera longitudinal. Esto permite que el polen sea liberado sobre las ramas
estigmaticas del mismo antecio o de los antecios circundantes, sin embargo algo
de polen siempre queda retenido dentro de la antera. Luego de esto, las anteras
se secan y cambian inmediatamente su color de blancas o rosadas a amarillo o
violeta (Figura 3a y c).

En los antecios parcialmente abiertos, las ramas estigmaticas y los
estambres se mantienen dentro del mismo. El crecimiento de los filamentos
estaminales empujan las anteras hacia las ramas estigmaticas (Figura 4d) de
manera que el polen es liberado directamente en las ramas estigméticas del
mismo antecio. Sin embargo, se observd que algo de polen se libera también fuera
del antecio.

En ambos casos, las ramas estigmaticas pierden turgencia y se tornan
blanquecinas luego de la fertilizacion. Este proceso puede llevar unos 10 minutos
en antecios cuyas anteras estan en contacto con las ramas estigmaticas (antecios
parcialmente abiertos); 0 mas de 300 minutos en aquellos cuyos érganos son mas
distantes (antecios completamente abiertos).

En las espiguillas cleistbgamas las glumelas (lemma y palea) permanecen
cerradas. El filamento estaminal empuja las anteras hacia las ramas estigmaticas
y la liberacion del polen ocurre dentro del antecio (Figura 4e). Las anteras y ramas
estigmaticas son retenidas completamente dentro del antecio hasta la formacién
del fruto (Figura 3d). Estas espiguillas se presentan con mayor frecuencia en la
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base de la inflorescencia (Figura 3b). A la madurez, los pericarpios se humedecen
y liberan los utriculos fuera de las espiguillas.

Bajo microscopio estereoscopico, las espiguillas cleistégamas resultaron
muy similares en forma y tamano a las casmogamas, resultando imposible
detectarlas previo a la efectiva liberacion del polen en antecios cerrados. En las
secciones histolégicas analizadas se observd que todas las espiguillas
presentaron tres anteras con numerosos granos de polen; dos lodiculas

manifiestas; y el mismo patrén de desarrollo de micro y megagametofito.

Figura 3: Detalles de la inflo=rescencia y espiguillas de S. phleoides: a)
Espiguillas casmogamas en el sector apical de la inflorescencia, con las anteras
fuera de los antecios; b) Espiguillas cleistbgamas en la porcién basal de la
inflorescencia, con las anteras incluidas en el antecio; c) Antecio completamente
abierto, con anteras y ramas estigmaticas fuera del mismo; d) Frutos inmaduros de

espiguillas casmogamas (izquierda) y de espiguillas cleistogamas (derecha). a
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anteras, | lemma, g1 gluma inferior, g2 gluma superior, p palea, re ramas

estigmaticas. Barra = Tmm.

Figura 4: Espiguillas de S. phleoides: a) espiguilla cerrada (las ramas estigmaticas
ya se encuentran receptivas); b) espiguilla al comienzo de la antesis, con la
completa separacién de las glumelas (lemma y pélea) (ramas estigmaticas afuera
del antecio, y anteras todavia adentro); c) espiguilla completamente abierta (la
elongacion de los filamentos permite situar a las anteras afuera y por sobre las
ramas estigmaticas); d) espiguilla parcialmente abierta (ramas estigmaticas y
anteras dentro del antecio y en contacto); e) espiguilla cleistdgama. Barra = 1 mm.
(Fuente: Richard et al., 2015)

5.2 Receptividad estigmatica:

La receptividad de las ramas estigmaticas se inicié cuando los antecios se
encontraban aun cerrados y se mantuvo hasta la pérdida de su turgencia. La
receptividad durd de 40-360 minutos, dependiendo del grado de apertura floral,
como fue mencionado anteriormente. No se hallaron diferencias significativas
entre las poblaciones con respecto a la duracién de la receptividad estigmatica (F=
1,40; p = 0,20).

5.3 Relacion P/O y viabilidad polinica
Se hallaron diferencias significativas en las relaciones P/O entre

poblaciones (F= 2,80; p= 0,04), aunque las mismas fueron leves. La poblacién
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7610 tuvo la mayor proporcién de granos de polen por 6vulo (315 £ 42), mientras
que la menor relacién (226 + 17) fue obtenida en la poblaciéon 8415. En las demas
poblaciones las relaciones halladas fueron similares (Tabla 3).

La viabilidad de los granos de polen fue de 97 % 2%, sin registrarse
diferencias significativas entre poblaciones (F= 0,90; p= 0,50).

5.4 Porcentaje de cleistogamia

El porcentaje de espiguillas cleistbgamas promedié el 23 + 13 % del total de
espiguillas evaluadas en todas las poblaciones (F= 2,40; p= 0,06). Sin embargo se
hallaron diferencias significativas entre los sectores basales (31 £ 12 %) y apicales
(15 £ 7 %) de la inflorescencia (F= 39,70; p< 0,01) (Figura 5). La produccién de
frutos fue observada en practicamente todas las espiguillas.
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Figura 5: Porcentaje de cleistogamia (%) de sectores apicales y basales de
inflorescencias de S. phleoides durante el periodo de floracion de noviembre-
diciembre de 2013. Medias con letras comunes no son significativamente
diferentes (p <0,05) segun test de Tuckey.

5.5 Produccion de semillas bajo distintas condiciones de polinizacién
Todas las plantas de las poblaciones analizadas mostraron un elevado
porcentaje de produccién de semillas, sugiriendo auto-compatibilidad (Tabla 3). No
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se hallaron diferencias significativas en los porcentajes del produccién de semillas
entre plantas sometidas a la autopolinizacion y a la polinizacion libre (F= 1,10; p=
0,30), o en distintos sectores de la inflorescencia (F= 3,80; p= 0,06). Sin embargo,
la produccion de semillas fue variable entre las poblaciones evaluadas (F= 17,30;
p= 0,01). EI mayor porcentaje fue obtenido en la poblacion 8452, con una media
para todos los tratamientos de 99 + 1 %, y el menor en la poblacién 9722 con una

media para todos los tratamientos de 96 + 1 %.

Tabla 3: Numero de granos de polen por évulo (P/O), viabilidad del polen (%) y
produccién de semillas (%) bajo distintos tratamientos de polinizacién para las

poblaciones analizadas de S. phleoides.

. Viabilidad Produccion de semillas (%)
. Numero de — — ——
Poblacio- de los Autopolinizacion  Autopolinizacion  Polinizacién
granos de polen . . .
nes i granos de (aislamiento) (embolsadas) libre
por 6vulo (P/O)
polen (%)
8028 272 £57 ab 96 £ 1 97 +2cd 96 £5 cd 95 +3cd
7610 315+42b 96 £ 3 98+1b 97+3b 98+2b
8415 226 £17 a 98 +2 96 +t4b 99+2b 98+2b
8452 257 £ 36 ab 98 £ 2 97+3a 9+1a 99+1a
8393 265 + 38 ab 96 £ 1 97 £4 bc 98 +£1 bc 97 £2bc
9722 255+ 32 ab 97 £2 98+3d 95+3d 95+2d

Medias con letras comunes no son significativamente diferentes (p <0,05) segun

test de Tuckey.

5.6 Analisis embriol6gicos

Todas las plantas mostraron un solo megagametofito por o6vulo. Se
diferencia una célula arquesporica del tejido de la nucela que funciona como célula
madre de la megaspora (Figura 6a). Esta se divide por meiosis dando lugar a
cuatro megasporas haploides que conforman una tétrade en forma de T (Figura
6b). La megaspora calazal es funcional y las otras degeneran. Esta megaspora da
lugar al gametofito luego de tres cariocinesis mitdticas sucesivas. El gametofito
femenino queda asi compuesto por dos sinérgidas, una célula huevo, dos nicleos
polares y tres células antipodas (Figura 6c—f). Las antipodas proliferan a 5 0 6
células en los gametofitos maduros (Figura 6g—i).
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Figura 6: Microfotografias de évulos de S. phleoides: a) célula madre de la
megaspora; b) tétrade de megasporas en forma de T; c) primera cariocinesis
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mitdtica de la megaspora viable; d) saco embrionario binucleado con una vacuola
central; e y f) megagametofito tipo Polygonum con una célula huevo, dos
sinérgidas, dos nucleos polares y tres antipodas; g-i) megagametofito maduro con
un grupo de células antipodas. a antipoda; m1, m2, m3 y m4 megasporas; cmm
células madre de la megaspora; o célula huevo; pn nucleos polares; s sinérgida; v
vacuola. Barra: 50 um (Fuente: Richard et al., 2015)

6. Discusion

Los resultados indican que Sporobolus phleoides se reproduce
sexualmente, es principalmente autégama, y presenta espiguillas casmoégamas y
cleistégamas en la misma inflorescencia.

Sporobolus phleoides, al igual que todas las especies que combinan
casmogamia con cleistogamia en el mismo individuo, posee un sistema
reproductivo mixto (Lloyd, 1984; Schoen, 1984; Redbo-Torstensson & Berg, 1995;
Masuda et al., 2001; Cheplick, 2007). En estos sistemas reproductivos el balance
entre autopolinizacidn y polinizacién cruzada depende de la proporcion relativa de
los dos tipos de antecios, la cual resulta marcadamente plastica en la mayoria de
las gramineas en relaciéon al modo en que ocurre la cleistogamia (Campbell, 1982;
Clay, 1983; Cheplick, 1995; 2007). En varias especies de Sporobolus, las
espiguillas cleistdgamas estan encerradas por la hoja bandera al momento de la
fertilizacion, sus antecios no se abren debido a que poseen estructuras florales
modificadas o bien porque maduran precozmente antes de emerger la panicula
(Parodi, 1928; Riggins, 1977; Doyon & Dore, 1967). Esto puede afectar a una
parte o a toda la inflorescencia y puede ser el resultado de una respuesta
ambiental (Campbell et al., 1983). En S. phleoides se ha observado que las
espiguillas cleistbgamas estan expuestas al momento de la fecundacién y ocurren
de manera simultanea con las espiguillas casmo6gamas vecinas a lo largo de toda
la panicula, aunque con mayor numero en la region basal de la misma. A
diferencia de lo que ocurre con esta especie, en S. indicus las espiguillas
cleistbgamas se hallaron sélo en la parte superior de las inflorescencias
(Astegiano, 1986). Si bien en este trabajo no se abordd el estudio del mecanismo
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que impide la apertura de los antecios, dada la isomorfia observada en ambos
tipos de espiguillas (CL y CH) resulta probable que la cleistogamia en S. phleoides
no sea el resultado de una modificacion estructural. Esto fue observado en S.
indicus, hallandose que la cleistogamia se debe a una ineficacia de las lodiculas, y
se encuantra determinada por factores intrinsecos relacionados con la economia
hidrica (Astegiano, 1986). Este tipo de cleistogamia es a menudo no detectada, y
representa una de las menos frecuentes en las gramineas (Campbell et al., 1983).

La proporcion relativa de ambos tipos de antecios, y consecuentemente, el
porcentaje de sus semillas derivadas, puede también variar entre poblaciones de
la misma especie (Campbell, 1982; Clay, 1983; Cheplick, 2007; Culley & Klooster,
2007). A pesar de esto, no se han hallado diferencias consistentes en los
porcentajes de cleistogamia entre las poblaciones estudiadas en este trabajo, el
cual alcanza aproximadamente un 23 % independientemente del origen geografico
de las mismas. Este porcentaje se encuentra intimamente relacionado con el
sistema reproductivo ya que las semillas cleistbgamas y casmogamas usualmente
difieren en caracteres relacionados con la adaptacién de la descendencia
(offspring fitness) (Campbell et al., 1983; Lloyd & Schoen, 1992; Oakley & Winn,
2008). Debido a que el ambiente, la ontogenia, el tamano de la planta y los
estadios fenoldgicos pueden afectar el balance entre cleistogamia y casmogamia
(Cheplick, 2007), estudios adicionales ayudarian a comprender mejor la estrategia
reproductiva de esta especie.

Si bien la cleistogamia garantiza un cierto porcentaje de semillas
autofecundadas, se propone que la produccion de semillas en S. phleoides ocurre
principalmente por autofecundacion auténoma de sus antecios casmégamos. Las
caracteristicas observadas tales como: cortos ciclos de vida floral, pequefa
distancia fisica entre 6rganos masculinos y femeninos, y baja P/O, son tipicos de
especies altamente autofecundas (Sicard & Lenhard, 2011; Kalisz et al., 2012;
Duncan & Rausher, 2013). Por otra parte, se infiere que en esta especie puede
ocurrir cierta cantidad de polinizacion por geitonogamia que puede llevarse a cabo
de forma espontanea, lo que resulta muy comun en especies autocompatibles con

inflorescencias compactas y profusa floracién (Cruden & Hermann-Parker, 1977;
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Lloyd & Schoen, 1992; Barrett, 2002; 2003), especialmente si las fases femeninas
y masculinas estan constantemente superpuestas (Lloyd & Schoen, 1992). Estos
mecanismos pueden ser responsables de la elevada produccién de semillas
registrada en todas las poblaciones evaluadas de S. phleoides, excediendo los
valores indicados por Sutherland and Delph (1984) para especies auto-
compatibles. De esta manera se obtiene una elevada eficiencia reproductiva y un
bajo nivel de aborto de 6vulos y semillas.

En ambientes extremos donde habita S. phleoides, las elevadas tasas de
autofecundacién representan una ventaja adaptativa, preservando combinaciones
de genes que confieren un alto fitness para el ambiente local (Baker, 1965;
Stebbins, 1957; Campbell et al, 1983; Richards, 1986) y asegurando la
produccién de semillas cuando el numero de individuos que compone la poblacién
son muy escasos (seguridad reproductiva) (Baker, 1955; Lloyd, 1965; Inouye et
al., 1996; Busch, 2011; Cheptou, 2012). Por otra parte, en especies con sistemas
reproductivos mixtos, el flujo génico se mantiene debido al potencial cruzamiento
que puede representar la presencia de flores casmdgamas (Knight & Waller, 1987;
Culley & Klooster, 2007).

Aunque la agamospermia fue indicada por Smith-White (1988) para una
raza triploide de S. virginicus, la megagametogenesis y megasporogenesis en S.
phleoides sigue el patrdn tipico de gramineas con sistemas reproductivos
sexuales, siendo muy similar al descripto para S. indicus (Astegiano, 1989). No se
hallaron irregularidades en la megasporogenesis u otros indicios de apomixis. A la
madurez el saco embrionario muestra una estructura tipo Polygonum, tipica de las
gramineas (Anton & Cocucci, 1984; Johri et al., 1992).
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CAPITULO lil:

Comportamiento germinativo de Sporobolus phleoides
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1. Introduccion

Los factores que condicionan la germinacion de las semillas determinan el
éxito de los programas de domesticacién de especies silvestres (Casler & Van
Santen, 2010), las estrategias de siembra para la restauracion de ambientes
degradados (Bischoff et al., 2006) y constituyen un aspecto importante en la
conservacion y regeneraciéon de las mismas en los bancos de germoplasma
(Plucknett, 1992; Hay & Provert, 2013).

Las semillas de las especies silvestres, no domesticadas, usualmente poseen
un periodo de dormancia (o latencia) (Adkins et al., 2002; Baskin & Baskin, 2004)
que se desarrolla durante su maduracion en la planta madre (dormancia o latencia
primaria) (Bewley, 1997; Hilhorst, 1998; Baskin & Baskin, 2014). Durante este
periodo, la germinacibn de semillas intactas y viables es retardada o
completamente inhibida aunque las condiciones ambientales de humedad,
temperatura, iluminacién y gases sean las Optimas (Finch-Savage & Leubner-
Metzger, 2006; Baskin & Baskin, 2014). Este fenédmeno ha evolucionado de forma
diferente entre las especies a través de la adaptacién al ambiente, permitiendo
que las plantas distribuyan su descendencia en el tiempo, y que la germinacién se
produzca cuando las condiciones para el establecimiento y crecimiento de una
nueva generacion tiendan a ser las adecuadas (Baskin & Baskin, 2004; Fenner &
Thompson, 2005; Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006). Por otro lado, la falta
de dormancia en las semillas permite que éstas germinen prontamente y las
plantulas comiencen a desarrollarse cuando las condiciones son favorables para la
germinacién, maximizando la temporada de crecimiento y reduciendo al minimo el
riesgo de depredacion de semillas (Willis et al., 2014).

Existen distintos mecanismos de dormancia, los que han evolucionado de
acuerdo a la morfologia de las semillas y a la diversidad de climas y hébitats en
los que se han desarrollado las especies (Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006;
Willis et al., 2014). Esto ha llevado a varios autores a sistematizar la clasificacién
de los tipos de dormancia basada en el estado de desarrollo del embrion al
momento de la dispersidén y rasgos fisicos (factores endégenos) y en respuestas
fisiologicas de las semillas a los estimulos ambientales (factores exdgenos)
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(Nikolaeva, 1969; Bewley & Black, 1994; Baskin & Baskin, 2014). La
caracterizacion del tipo de dormancia es clave para conocer los factores
involucrados en su ruptura y obtener una germinacion uniforme y rapida (Adkins et
al., 2002). Baskin & Baskin (1998, 2004; 2014) han propuesto un sistema de
clasificacion que incluye cinco clases de dormancia seminal: fisiolégica,
morfolégica, morfofisioldgica, fisica y combinaciones entre éstas. Este sistema, el
cual se resume a continuacion, es jerarquico, con estas cinco clases divididas

ademas en niveles y tipos:

Dormancia Fisioldgica (DF): es la forma mas abundante dentro de las

gimnospermas y es asociada a semillas permeables al agua, que presentan
un embrion diferenciado y completamente desarrollado. Esta clase puede
dividirse a su vez en tres niveles: profunda, intermedia y no profunda. En la
DF profunda los embriones removidos de la semilla no son capaces de
crecer o producir plantulas normales; los tratamientos con giberelinas no
rompen la dormancia, y numerosos meses de estratificacion en frio
(subclase a) o calor (subtipo b) son necesarios para que la germinacion
pueda llevarse a cabo. En la DF intermedia y no profunda en cambio, los
embriones aislados son capaces de crecer y producir plantulas normales, lo
cual puede llevar desde unos meses en el caso de la DF intermedia, o
mucho antes en la DF no profunda. Esta ultima es la mas comun dentro de
las semillas con DF, y segun la especie, los tratamientos con giberelinas,
escarificacion, almacenamiento en seco, y estratificacion en frio o calor
pueden romper la dormancia. Pueden distinguirse cinco tipos de DF no
profunda segun los patrones de cambios en las respuestas fisiologicas a la
temperatura desarrolladas en Baskin & Baskin (2004).

Dormancia Morfolégica (DM): se asocia a semillas con embriones

subdesarrollados (en términos de tamano, pero desarrollados por ejemplo
en cotiledones y hipocotile-radicula). Los embriones en semillas con MD no
presentan dormancia fisioldégica y no requieren un pretratamiento per se
para germinar, simplemente necesitan tiempo para crecer al tamano

completo y después germinar (protrusion radicular).
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Dormancia Morfofisiolégica (DMF): ésta es evidente en semillas con

embriones subdesarrollados, los cuales ademas presentan un componente
fisiologico en su dormancia. Estas semillas requieren por lo tanto de
tratamientos para romper la dormancia, por ejemplo una combinacién
definida de estratificacion frio y/o calor, la cual en algunos casos puede ser
reemplazada por la aplicacibn de giberelinas. Existen ocho niveles
conocidos de DMF basados en un protocolo para la ruptura de la latencia

de las semillas y su germinacién (Baskin & Baskin, 2004).

Dormancia Fisica (DY): la misma es causada por las capas impermeables
de células en empalizada del fruto o semillas que controlan el flujo de agua.
La escarificacion quimica o mecanica puede romper este tipo de dormancia.

Dormancia Combinada (DF + DY): la misma se asocia a semillas con

cubiertas seminales impermeables al flujo de agua y que presentan

embriones fisiol6gicamente latentes.

1.2 Dormancia en gramineas:

La dormancia es frecuente en las gramineas, pero muy variable entre y
dentro de las especies dado que es una caracteristica polimérfica, y por lo tanto
dependiente del sistema reproductivo (Simpson, 2007) tan diverso en este grupo
(Connor, 1979).

Sin embargo, Adkins et al. (2002) sefialan que para las gramineas estivales,
los mecanismos de dormancia pueden corresponder a dos tipos basicos: 1)
aquellos relacionados a los tejidos que rodean al embrion (cubiertas seminales), y
2) los que se encuentran relacionados al embridn.

Cubiertas seminales: entre éstas se incluyen las cubiertas propias de la

cariopsis (la testa y el pericarpio los cuales se encuentran tipicamente fusionados
en las gramineas); y aquellas estructuras inmediatamente externas a la cariopsis,
como las glumelas, glumas y aristas que pueden formar parte o no de la unidad de
dispersion. Estas estructuras pueden actuar como: a) barreras de permeabilidad a
la absorcion de agua o intercambio gaseoso; b) fuente de inhibidores de la
germinacién, o impedir la lixiviacién de inhibidores de la germinacion de tejidos del
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embriéon durante el proceso de imbibicidn, y con ello prolongar la latencia
indirectamente; ¢) modificacién de la respuesta a la luz; d) barreras mecanicas que
impiden la expansion del embrion; y e) una combinacién de todos estos factores
(Bewley & Black, 1994; Morris et al., Tieu, 2000; Adkins et al., 2002).

Embridén: Los mecanismos asociados al embrion pueden involucrar la
expresion de ciertos genes, niveles de ciertos reguladores del crecimiento, la
actividad de importantes vias de respiracién, o la movilizacién y utilizacion de
reservas de alimentos (Bewley & Black, 1994; Morris et al., 2000; Adkins et al.,
2002). Adicionalmente, algunos embriones pueden ser demasiado inmaduros para
germinar inmediatamente y deben someterse a una fase de crecimiento previo a la
germinacion (Bewley & Black, 1994; Adkins et al., 2002). Por otro lado, Martin
(1946) sostiene que las gramineas presentan embriones bien desarrollados, por lo
que Baskin & Baskin (1998) consideran que las gramineas no presentarian
dormancia del tipo morfoldgica.

1.3 Antecedentes en el género

Entre los factores que promueven la germinacion de las semillas de
distintas especies del género pueden citarse: la alternancia de temperaturas entre
20 y 35°C (Toole, 1941; Khan & Gulzar, 2003; Joshi et al., 2005; Ferrari, 2008), y
la presencia de luz (Lodge 1981; Andrews, 1995; Ferrari, 2008; Khan & Gulzar,
2003) o ausencia de luz (Martinez et al., 1992). Sin embargo, varias especies de
Sporobolus son conocidas por presentar semillas con dormancia luego de su
dispersion (Andrews et al., 1997). Entre los factores endogenos, la dormancia
puede estar relacionada tanto al embriébn como a sus cubiertas. Lodge (1981)
reportd que en algunas especies las semillas al momento de su dispersién
presentan embriones inmaduros. En otras, los mecanismos de dormancia estan
relacionados a sus cubiertas seminales, dado que se han logrado altos
porcentajes de germinacion luego de la escarificacion de las mismas (Toole,
1941). En este sentido, este género constituye una particularidad dentro de las
gramineas ya que el fruto (utriculo) se encuentra libre en el antecio y su pericarpio
es mucilaginoso. En varias especies se ha observado que al hidratarse el
pericarpio con la humedad ambiental, deja salir las semillas hacia afuera del
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antecio, libres de glumas y glumelas (Nicora & Rugolo de Agrasar, 1987). Dada

esta particularidad, a diferencia de las demas gramineas, seria la testa el tejido

que estaria jugando un rol preponderante en la dormancia de estas especies, sin

embargo en los estudios realizados esta caracteristica ha sido subestimada.

Entre los factores exdégenos que han sido empleados para liberar a las

semillas de la dormancia se hallan:

a)

Escarificacién: Esta técnica ha sido ampliamente utilizada para romper la

dormancia en gramineas (Adkins et al., 2002; Simpson, 2007) e implica la
ruptura de las cubiertas seminales que rodean al embrion ya sea en forma
mecanica (mediante limas, papel de lija, percusion), quimica (acidos,
alcalis, solventes organicos o alcohol), o fisica (exposicion a calor seco, a
microondas). Sin embargo, la duracion e intensidad del tratamiento suelen
ser criticos pudiendo provocar la muerte del embridén. En tal sentido, Toole
(1941) hallé que el acido sulfurico al 71% durante 2 a 7 minutos promovié la
germinacidn en cuatro especies de Sporobolus, pero su aplicacién durante
9 minutos resultd ser perjudicial para Sporobolus cryptandrus (Torr.) A.
Gray. La escarificacibn mecanica y quimica (con acido) mejor6 el
porcentaje de germinacion hasta de 94 % y 98 %, respectivamente en S.
indicus (L.) R. Br. var pyramidalis (Currey et al., 1973).

Almacenamiento en seco: El almacenamiento en seco puede desbloquear

lentamente la dormancia debido a un proceso de post-maduracion (after-
ripening) (Bewley, 1997). Sin embargo, la velocidad a la que se pierde la
dormancia en respuesta a la post-maduracién depende de varios factores,
entre los que se incluyen: las condiciones ambientales preponderantes
durante la maduracion, almacenamiento y germinacion de las semillas
(Donohue et al., 2005; El-Keblawy et al., 2009; Vogler & Bahnisch, 2006);
de las caracteristicas propias de la semilla, como el contenido de humedad
y/o aceites, y de la estructura de la cubierta seminal (Manz et al., 2005;
Sharif-Zadeh & Murdoch, 2001). En relaciéon con esto, en el género los
antecedentes son variables. Vogler & Bahnisch (2006) hallaron que las
semillas de S. pyramidalis P. Beauv. fueron capaces de germinar en su
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totalidad luego de 6 meses de almacenamiento bajo temperaturas que
fluctuaron entre 15 y 35°C. Para S. indicus, 18 meses de almacenamiento a
20°C fueron suficientes para desbloquear la dormancia (Ferrari, 2008).
Toole (1941) estudié el efecto del almacenamiento a temperatura ambiente
(aprox. 20°C) en siete especies de Sporobolus, hallando diversas
respuestas: un efecto positivo en S. cryptandrus, S. airoides (Torr.) Torr., S.
wrightii Munro ex Scribn. y S. asper (Poir.) Merr., pero no para S. flexuosus
(Thurb. ex Vasey) Rydb. y S. giganteus Nash.

Estratificacion fria: Este tratamiento consiste en mantener las semillas en

frio humedo, generalmente dentro del rango de 1 a 10°C. Con esto se
rompe la dormancia al cabo de un lapso de tiempo que puede ser distinto
para cada especie (Bewley & Black, 1994). En S. indicus las semillas
fueron liberadas de la dormancia luego de 25 dias bajo 8°C. Sin embargo,
en otras especies de Sporobolus no fue posible romper la dormancia de
todas las semillas luego de someterlas durante 15 a 30 dias bajo 3 a 8°C
(Toole, 1941).

Nitratos: Los nitratos en concentraciones bajas también pueden liberar a las
semillas de la dormancia (Bewley & Black, 1994), como se ha sefialado
para varias especies de gramineas estivales (Adkins et al., 2002). En el
género se reportaron respuestas variadas entre y dentro de las especies,
actuando como liberador de dormancia para S. indicus (Ferrari, 2008), S.
spicatus Kunth (El-Keblawy, 2013), S. airoides, S. wrightii, S. asper y en
algunos materiales de S. cryptandrus (Toole, 1941). En otros casos parece
tener poco efecto, como fuera sefalado para S. flexuosus, S. contractus, S.
giganteus, y en algunos materiales de S. cryptandrus (Toole, 1941).

2. Hipotesis:

Las semillas recién cosechadas de Sporobolus phleoides presentan
dormancia primaria. Prediccion: Los porcentajes finales de germinacion
seran muy bajos en semillas sin almacenamiento y cultivadas en varias

condiciones de luz y temperatura.
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e Al igual que en sus congéneres, en S. phleoides la dormicion puede ser
superada mediante el efecto combinado de agentes fisicos y quimicos.
Prediccion: Se obtendran elevados porcentajes de germinacioén bajo cortos
periodos de tiempo en semillas: a) con varios meses de almacenamiento a
20°C; b) sometidas a la estratificacién en frio; ¢) con agregados de nitratos;
d) con ruptura de la testa.

e Aligual que en la mayoria de las especies de Sporobolus, los mecanismos
de dormancia en S. phleoides estan relacionados a las estructuras que
cubren el embridon. Prediccion: El embribn se encuentra totalmente
desarrollado y la ruptura de la testa promueve la germinacion.

e Las poblaciones de S. phleoides estan adaptadas a las condiciones
ambientales de cada habitat particular. Prediccidn: Existiran diferencias en

las respuestas germinativas entre las poblaciones.

3. Objetivos
3.1 General:
Proporcionar informacion sobre el comportamiento germinativo de Sporobolus

phleoides.

3.2 Especificos:

1) Determinar la presencia de dormancia primaria en Sporobolus phleoides

2) Analizar la contribucion de las distintas partes de la semilla de Sporobolus
phleoides a la dormancia.

3) Hallar métodos para superar la dormancia y obtener una germinacién

uniforme, elevada y rapida de las semillas de Sporobolus phleoides.

4. Materiales y métodos
4.1 Material vegetal
Las semillas que se estudiaron fueron cosechadas en abril de 2012 de
plantas cultivadas en el Campo Experimental de la FCA. De cada poblacién se
obtuvieron cosechas masales para obtener representatividad genética. Parte de
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las mismas fueron empleadas en los distintos ensayos como “semillas sin
almacenamiento” o “al momento de cosecha” y otra parte fue almacenada en
bolsas de papel a 20°C para los ensayos de post-maduracion.

Antes de cada ensayo, las semillas fueron desinfectadas siguiendo la
técnica de Aracne (2010) para S. indicus.

Dado que naturalmente las semillas de S. phleoides son liberadas del
pericarpio mucilaginoso sin glumas ni glumelas (Figura 7a), en este trabajo se
emplearon semillas sin estas estructuras (Figura 7b) suponiendo que no afectan la
germinacidén en esta especie, como ha sido demostrado para otras especies de
Sporobolus (Toole, 1941).

Figura 7: Semillas de S. phleoides: a) sector de la inflorescencia con semillas
liberadas naturalmente debido a la humedad ambiental sin glumas, glumelas ni
pericarpio. Barra= 1 cm; b) detalle de las semillas con glumas, glumelas y
pericarpio a la izquierda, y sin estas estructuras a la derecha. S semillas. Barra= 1

mm.
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4.2 Viabilidad seminal

Se evalué la viabilidad de las semillas de cada cosecha masal al momento
de cosecha y a los 12, 18 y 24 meses de almacenamiento en seco, mediante la
prueba topogréafica de Tetrazolio. Para ello, las semillas fueron sumergidas en
agua destilada durante 12 horas, luego de lo cual parte del endosperma fue
removido empleando una cuchilla de afeitar. De esta manera, el resto de la semilla
que contenia el embrién fue colocado en un recipiente con una solucién de sal de
tetrazolio al 1 % (Peretti, 1994) durante 10 horas, a 30°C en oscuridad (Figura 8).
Posteriormente se enjuagaron en agua destilada y se determiné la viabilidad de
cada semilla bajo microscopio estereoscopico segun el patron de coloracidén
desarrollado por Ferrari (2008) para S. indicus. Se analizaron cuatro réplicas de 50
semillas cada una (n = 200 por poblacién) para cada tiempo de almacenamiento
(0; 12; 18; y 24). La variable analizada fue el porcentaje de semillas viables.

Figura 8: Embriones viables de S. phleoides tenidos de rojo luego de ser
sometidos en solucion de tetrazolio al 1 % durante 10 h, a 30°C en oscuridad. A

las 24 h presentan crecimiento radicular. Barra = 1 mm.

4.3 Efecto de diferentes niveles de luz y temperatura sobre la germinacién de

las semillas al momento de la cosecha
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Este ensayo se realiz6 con el objetivo de determinar si las semillas de S.
phleoides son liberadas de la planta madre con dormancia primaria. Para ello se
evaluaron distintas condiciones de germinacion, determinadas por el efecto
combinado de luz y temperatura. Se aplicé un disefio experimental completamente
al azar con distribucién factorial (poblaciones x luz x temperatura). Los
tratamientos fueron definidos por tres niveles de luz:

e |uz continua

e oscuridad continua

e ciclos de alternancia entre luz y oscuridad de 16 h y 8 h respectivamente,
combinados con 5 niveles de temperatura:

e dos temperaturas continuas de 20°C y 30°C

e tres condiciones de alternancia de temperaturas de 15-20°C, 20-30°C, y 25-

35°C, enciclos de 16 y 8 h respectivamente.

Para todos los tratamientos de luz en este trabajo se emplearon 3 tubos
fluorescentes de luz blanca fria de 30 W cada uno (aproximadamente 35
umol/m?/s). Se analizaron cuatro réplicas por poblacién y por tratamiento. Cada
repeticidn estuvo constituida por 50 semillas (n = 200 semillas por poblacion y
tratamiento) en placas de Petri con tres capas de Whatman No. 1 de filtro
humedecidas con agua destilada.

Los recuentos de germinacién se realizaron cada 2 dias de iniciado el
ensayo, considerandose germinadas aquellas que produjeron plantulas normales
(plimula y radicula desarrolladas) (Figura 9). Las variables evaluadas fueron
porcentaje final de germinacién (PFG) a los 15 dias [PFG=(ni/ny)*100, donde:
ni=numero de semillas germinadas a los 15 dias, n=nUmero de semillas viables
(determinado en el ensayo de viabilidad)] y coeficiente de velocidad de
germinacién (CG) [CG=}(ni/>t), donde: ni=numero de semillas germinadas
registradas en el intervalo de tiempo (1)), y /> ti=el periodo desde la siembra hasta t;
(Maguire, 1962)].

41



Figura 9: plantula normal de Sporobolus phleoides con plumula y radicula

desarrolladas. Barra: 1 cm

4.4 Efecto del almacenamiento sobre la germinacién de semillas
Este ensayo se realizO con el objetivo de evaluar el efecto del
almacenamiento en seco a 20°C sobre el comportamiento germinativo de las
semillas de las poblaciones analizadas. Se aplicé un disefio experimental
completamente al azar con distribucién factorial (poblaciones x tiempo de
almacenamiento x temperatura x luz). Los tratamientos fueron definidos por la
combinacioén de cuatro niveles para el factor ‘tiempo de almacenamiento’: semillas
con 0 (al momento de cosecha), 12, 18 y 24 meses de almacenamiento;
combinado con 5 niveles de temperaturas:
e una constante de 30°C
e dos condiciones de alternancia de 20/30°C y 25/35°C en ciclos de 16 h/8 h
respectivamente
y tres niveles de luz:
e |uz continua

e oscuridad continua
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e ciclos de alternancia entre luz y oscuridad de 16 h y 8 h respectivamente

Se analizaron cuatro réplicas por poblacién y por tratamiento. Cada repeticion
estuvo constituida por 50 semillas (n = 200 semillas por poblacién y tratamiento)
dispuestas en placas de Petri con tres capas de papel de filtro Whatman No. 1
humedecidas con agua destilada.

Los recuentos de germinacién se realizaron cada 2 dias de iniciado el ensayo,
considerandose germinadas aquellas que produjeron plantulas normales (plumula
y radicula desarrolladas) y se evaluaron las variables PFG e IM de la misma

manera que en el ensayo anterior.

4.5 Efecto de la estratificacion fria y nitratos
Para evaluar el efecto combinado de estos factores sobre el
comportamiento germinativo de semillas al momento de cosecha, se aplico un
diseno experimental completamente al azar con distribucion factorial (poblaciones
x estratificacion en frio x nitratos). Los tratamientos fueron definidos por dos
niveles para el factor ‘Nitratos’:
e Presencia de nitratos: placas de Petri con tres capas de papel de filtro
Whatman No. 1 humedecidas con una solucion de KNOg al 0,2 %;
e Ausencia de nitratos: placas de Petri con tres capas de papel de filtro
humedecidas con agua destilada;
combinados con tres niveles de ‘Estratificacion en frio’, el que consistio en dejar
las placas de Petri envueltas en papel aluminio en heladera (a 8°C) durante 100,
30 y 0 (control) dias. Las mismas placas fueron posteriormente pasadas a una
estufa a 30°C para analizar su germinacion.

Se analizaron cuatro réplicas por poblacién y por tratamiento. Cada repeticion
estuvo constituida por 50 semillas (n = 200 semillas por poblacién y tratamiento).
Se evaluaron las variables PFG y CG de la misma manera que en los ensayos
anteriores.

4.6 Punzado
Este ensayo se llevd a cabo para evaluar el efecto de la cubierta seminal en

el comportamiento germinativo. Para ello se empledé un disefio experimental

43



completamente al azar con distribucion factorial (poblaciones x punzado). Los
tratamientos fueron definidos por dos niveles para el factor ‘Punzado’:

e Semillas perforadas: una vez hidratadas por 4 horas en agua destilada a
temperatura ambiental, se realiz6 una perforacion en la mitad de cada
semilla con una aguja de diseccién para alterar su testa.

e Semillas intactas (control): las semillas fueron hidratadas durante 4 horas,
pero no se les aplicd ninguna perforacion.

Posteriormente, estas semillas fueron colocadas en placas de Petri con tres
capas de papel de filtro Whatman No. 1 humedecidas con agua destilada y se
cultivaron a oscuridad a 30 °C. Cada combinacién consistié en cuatro réplicas de
50 semillas (n = 200 semillas por poblacién y tratamiento). Se evaluaron las
variables PFG y CG de la misma manera que en los ensayos anteriores.

4.7 Analisis de la contribucidén de las distintas partes de la semilla a la

dormancia

Estos ensayos se realizaron con semillas de s6lo dos poblaciones (8028 y
8415), las cuales fueron seleccionadas por su comportamiento contrastante de
germinacion observada en los ensayos anteriores.

a) Absorcidon de agua:

Mediante este ensayo se examind la tasa de absorcion de agua en semillas
perforadas e intactas. Para ello se emple6 un disefio experimental completamente
al azar con distribucién factorial (Poblacion x Tratamiento). Los tratamientos
quedaron definidos por:

e Semillas perforadas: una vez hidratadas por 4 horas en agua destilada a
temperatura ambiental, se realiz6 una perforacion en la mitad de cada
semilla con una aguja de diseccién para alterar su testa.

e Semillas intactas (control): las semillas fueron hidratadas durante 4 horas,
pero no se les aplicd ninguna perforacion.

Luego de estos tratamientos, las semillas fueron secadas durante 24 h a

temperatura ambiente (25°C) en oscuridad antes de iniciar el estudio de absorcién
de agua. Luego fueron pesadas (peso estimado en el tiempo 0) y envueltas en
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papel de filtro humedecido con agua destilada a saturacién para su hidratacion
bajo temperatura ambiente en oscuridad. EI mismo conjunto de semillas fue
pesado cada 2, 4, 6,8y 24 h.

Se emplearon 4 repeticiones de 100 semillas por cada tratamiento (n = 400
semillas por poblacién y tratamiento). La variable analizada fue el ‘porcentaje de
imbibicion’ calculada para cada intervalo de tiempo considerado.

b) Germinacién de embriones y presencia de inhibidores:

Para evaluar la posible presencia de inhibidores en las cubiertas seminales o
endosperma, se adaptoé la técnica propuesta por Duclos et al. (2013). Para ello se
obtuvieron soluciones moliendo 500 semillas sin sus embriones en 2 ml de agua
destilada. Esto se dej6 macerar durante 24 h a temperatura ambiente (25°C) en la
oscuridad, con la finalidad de extraer posibles inhibidores quimicos. Por otro lado,
se diseccionaron los embriones de semillas previamente hidratadas. De esta
manera se definieron los siguientes tratamientos:

e Embriones con inhibidores: los embriones fueron colocados en papel
humedecido con 2 ml de la solucién que contenia los posibles inhibidores
quimicos. El papel fue doblado a la mitad para cubrir completamente los
embriones.

e Embriones sin inhibidores: los embriones fueron colocados en papel
humedecido con 2 ml de agua destilada. El papel fue doblado a la mitad
para cubrir completamente los embriones.

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar con distribucidn
factorial (Poblaciones x Tratamiento). Estos tratamientos se colocaron en cajas de
Petri cerradas herméticamente para no perder la humedad. Se emplearon cuatro
réplicas de treinta embriones cada una (n = 120 embriones por tratamiento y
poblacion). A las 24 h se realiz6 un conteo de los embriones germinados. La
variable analizada fue ‘porcentaje de embriones germinados’.

Ademas se realizaron cortes histolégicos de semillas al momento de
cosecha para observar el estado de desarrollo de sus embriones. Para ello, estas
semillas fueron previamente hidratadas durante 12 horas. Luego se fijaron en FAA
por 24 horas y posteriormente fueron deshidratados mediante una serie de
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alcohol-xilol para finalmente ser embebidos en parafina (D’Ambrogio de Argleso,
1986). Se realizaron cortes ultrafinos de 10 um de espesor con un micr6tomo
rotativo. Luego de desparafinados, se les aplic6 una tincion diferencial de

Safranina y Fast-Green (D’Ambrogio de Argueso, 1986).

4.8 Andlisis estadisticos:

Los datos obtenidos fueron analizados mediante un Analisis de Varianza
(ANOVA). Para ello se constatd que se cumplan los supuestos de normalidad
(mediante test de Wilk-Shapiro) y homogeneidad de varianzas (mediante test de
Bartlett). Los datos fueron transformados a la raiz cuadrada del arco seno en caso
de no presentar distribucién normal, pero los resultados se presentan como medias
y desviaciones estandar sin transformar. Las diferencias entre los valores medios
fueron sometidos a una prueba de Tuckey (p <0,05). Estos analisis se realizaron
con el software InfoStat version 2011 (Di Rienzo et al., 2011).

5. Resultados

5.1 Viabilidad Seminal

El porcentaje de viabilidad seminal fue igualmente elevado en todas las
poblaciones (F= 0,30; p= 0,91), y se mantuvieron asi durante todos los meses de
almacenamiento evaluados (0; 12; 18; y 24), con una media de 94,23 + 4,61 %
para todos los casos, sin registrarse diferencias estadisticamente significativas
entre los mismos (F= 0,29; p= 0,83).

5.2 Efecto de diferentes niveles de luz y temperatura sobre la germinacion de

semillas al momento de la cosecha

Los valores de germinacién fueron muy bajos para todas las combinaciones
evaluadas, en ningun caso la media superd el 3 % de germinacion final. Sin
embargo, se registré interaccién entre Poblaciones y las condiciones de Luz (F=
2,14, p< ,05 para PFG; F= 2,46 p< 0,05 para CG) (Figura 10b), y entre las
Poblaciones y las Temperaturas (F= 2,22; p< 0,05 para PFG; F= 2,03, p< 0,05
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para CG) (Figura 10a), mostrando una respuesta diferencial entre las poblaciones,

en particular bajo temperaturas elevadas.

5_
a)
44
g 9
[©)
£ 2
14
0 T T T 1
20 15-20 30 20-30 25-35
Temperaturas (°C)
5_
b)
4
g 3
2
o 2
1_
0 T T 1

T
Oscuridad Continua Alternancia
Luz

—— 8028 —W— 7610 —— 8415
—0— 8452 —— 8393 —O— 9722

Figura 10: Porcentajes finales de germinaciéon PFG (%) para distintas poblaciones
de Sporobolus phleoides: a) en interaccion con distintos niveles de temperaturas
(°C); b) en interaccién con distintos niveles de luz (luz continua, ciclos de

alternancia entre luz y oscuridad de 16 h y 8 h respectivamente, y oscuridad)

5.3 Efecto del almacenamiento sobre la germinacién de semillas
Con relacién a las distintas condiciones de Luz evaluadas, en ninguna de
las poblaciones ni tratamientos realizados se evidenciaron diferencias importantes
con respecto a la presencia o ausencia de luz (p< 0,05 para PFG). Por ello, con la
intencién de simplificar el andlisis, se emplearon sélo los datos de germinacion

obtenidos en condiciones de oscuridad.
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A pesar que fue registrada una interaccion estadisticamente significativa de
segundo orden entre los factores Poblaciones, Tiempo de almacenamiento y
Temperatura (F= 4,07 p< 0,0001 para PFG; y F= 1,94 p< 0,05 para CG), en
ningun caso se supero el 50 % de PFG (Figura 11). Sélo dos poblaciones (8452 y
8415) respondieron al almacenamiento en seco, alcanzando su mejor respuesta
entre los 12 y 18 meses bajo 30°C. La germinacién mas elevada se obtuvo para la
poblacion 8415, con un 39 + 2 % de TPG (Figura 11c). Las poblaciones restantes

alcanzaron una media de 10 % de TPG bajo todos los tratamientos evaluados.
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almacenamiento (0, 12, 18 y 24 meses) cultivadas bajo distintas condiciones de
temperaturas en oscuridad: a) a 20°C; b) a 20-30°C; y c) a 30°C. Las medias con

letras distintas significan diferencias significativas (p< 0.05) segun test de Tuckey.

5.4 Efecto de la estratificacién fria y nitratos
Se registrd interaccion triple entre los efectos de la estratificacion fria, nitratos
y poblaciones, la cual fue significativa para las dos variables analizadas (PFG: F=
4,08, p< 0,05; CG: F= 2,96, p< 0,05). Sin embargo, la estratificacién fria tuvo una
influencia importante en la ruptura de la dormancia en las semillas recién
cosechadas (Figura 12).

En general, se registré6 un incremento en la germinacién (PFG y CG) en
semillas con 30 dias de estratificacion en frio, y en combinacion con nitratos el
resultado fue mayor, alcanzando valores de PFG desde 44 % (poblacion 8452) a
64 % (poblacion 9722). Sin embargo, la mejor respuesta obtenida fue con 100 dias
de estratificaciéon en frio en combinacién con nitratos. En este Ultimo caso, las
poblaciones mas occidentales (8028, 7610 y 8393) fueron las mas sensibles,
alcanzando un PFG superior al 80 %; en cambio la poblacion 9722 mostré6 mayor
dormacia ya que obtuvo una media de 66 + 7 % de PFG (Figura 12b). No se
observaron diferencias en el PFG y CG de las semillas empleadas como control
(sin estratificacion) de todas las poblaciones evaluadas cultivadas con o sin

nitratos.
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Figura 12: Porcentajes finales de germinaciéon PFG (%) de semillas viables y
Coeficiente de germinaciéon CG para seis poblaciones de Sporobolus phleoides
sometidas a distintos tratamientos de estratificaciéon en frio (0, 30 y 100 dias)
cultivadas a 30°C en oscuridad, expuestas a dos tratamientos con nitratos: a) PFG
para semillas sin nitratos; b) PFG para semillas con nitratos (cultivadas con
solucion de KNOsal 0,2 %); ¢) CG para semillas sin nitratos; y d) CG para semillas
con nitratos. Las medias con letras distintas significan diferencias significativas (p<
0,05) segun test de Tuckey.

5.5 Punzado
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Las semillas perforadas de todas las poblaciones evaluadas alcanzaron los
valores maximos de germinacién, PFG y CG (95 £ 5 % y 16,5 = 1,
respectivamente) a partir del tercer dia de germinacion (Figura 13); mientras que
para semillas intactas, se obtuvo un 2 + 2 % del PFG y 0,1 £ 0,1 de CG en quince

dias de germinacion.
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Figura 13: Curvas de respuesta de germinacién de semillas perforadas (con la
testa alterada) de las seis poblaciones evaluadas de Sporobolus phleoides (8028,
7610, 8415, 8452, 8393, y 9722) cultivadas a 30°C en oscuridad. PFG (%):

Porcentaje de germinacion final de semillas viables.

5.6 Analisis de la contribucién de las distintas partes de la semilla a la
dormancia
a) Absorcidén de agua
Después de las 24 h de imbibicién, se observaron diferencias significativas
en los porcentajes de imbibicion entre los tratamientos y las poblaciones
evaluadas (F= 93,5, p<0.0001; F= 42,1, p<0,0001, respectivamente). La poblacién
8415 mostré una mayor capacidad de imbibiciébn que la poblacién 8028, pero
ambos lotes de semillas mostraron curvas de imbibicion similares (Figura 14).
La tasa y el porcentaje de imbibicion fueron mayores en las semillas
perforadas que en las semillas intactas. En las primeras se observo una fase de
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imbibicidn rapida durante las primeras 2 h, con un porcentaje de imbibicién de casi
el doble que el obtenido en semillas intactas, y la aparicién de la radicula a las 24
h. En las semillas intactas, el porcentaje maximo de imbibiciéon se obtuvo a las 8 h
y no se detectaron signos de emergencia radicular.

Cabe destacar que no se hallaron diferencias significativas en el peso seco
inicial entre semillas perforadas e intactas (F= 1,97 p= 0,18).
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Figura 14: Efecto de la testa en la imbibicion de dos poblaciones de
Sporobolus phleoides. Los promedios en cada poblacién seguidos por letras

diferentes indican diferencias significativas (p <0,05) con la prueba de Tuckey.

b) Germinacién de embriones y presencia de inhibidores

No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos y las
poblaciones evaluadas. Los embriones se hallan diferenciados y desarrollados
(Figura 15) y fueron capaces de germinar ya sea al ser cultivados en solucion con
posibles inhibidores, o en agua destilada, alcanzando una media de 94 + 6 % de
embriones germinados a las 24 horas.
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Figura 15: Embrion maduro de S. phleoides. cl: coleéptilo; cr: coleorriza; en:
endosperma; es: escutelo; ep: epiblasto; ts: tegumento seminal. Barra = 50 pm

6. Discusion

Los bajos porcentajes de germinacién obtenidos en todas las poblaciones
de semillas cultivadas bajo las diversas combinaciones de luz y temperatura
evaluadas en este trabajo, indican que las semillas de Sporobolus phleoides son
liberadas de la planta madre con dormancia primaria. Esto es consistente con lo
senalado para otras especies de Sporobolus (Toole, 1941; Persad, 1980;
Andrews, 1995; Andrews et al., 1997; Khan & Ungar, 2001; Vogler & Bahnisch,
2006; Ferrari, 2008).

Como ya se ha mencionado, los mecanismos de dormancia pueden estar
relacionados a las cubiertas que envuelven al embridén; o bien al embrién mismo
(Simpson, 2007; Adkins et al., 2002). A diferencia de lo que hallé Lodge (1981)
para algunas especies del género, los embriones en S. phleoides se encuentran

bien diferenciados y plenamente desarrollados, siendo capaces de germinar
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cuando la cubierta de la semilla esta danada. Esto indica que sus embriones son
viables y que los mecanismos de dormancia en esta especie se encuentran
relacionados a la cubierta seminal, lo que ha sido indicado también en otras
especies de Sporobolus (Toole, 1941). La cubierta seminal en este género esta
constituida solo por la testa (Nicora & Rugolo de Agrasar, 1987), representando
una particularidad dentro de las gramineas, para las cuales la dormancia puede
asociarse a una cubierta seminal conformada por el pericarpio y la testa que se
encuentran fusionados.

Son varios los mecanismos de dormancia que pueden estar relacionados a
la cubierta seminal (Bewley & Black, 1994). Segun Baskin & Baskin (1998), las
cubiertas seminales de las gramineas no presentan las gruesas capas en
empalizada caracteristicas de semillas con dormancia fisica, y son capaces de
embeberse cuando son dispuestas en un sustrato humedo. En correspondencia
con esta afirmacion, la testa en S. phleoides es permeable al agua y sus semillas
intactas son capaces de embeberse. Esto también fue observado para otras
especies de Sporobolus, para las cuales se ha propuesto que la cubierta seminal
puede constituir entonces una barrera que impida el intercambio gaseoso (Toole,
1941; Vogler & Bahnisch, 2006), aunque no ha sido comprobado. Vogler &
Bahnisch (2006) sugieren que en S. pyramidalis la dormancia puede deberse al
contenido de inhibidores quimicos como los taninos hallados en especies del
género Triticum por Bewley & Black (1994). Adkins & Bellairs (1995) registraron
para varias especies de gramineas la presencia de inhibidores quimicos de la
germinacién en diversos tejidos de las cubiertas seminales, tales como el acido
abscisico (ABA) y la cumarina entre los mas importantes, ademas de catequinas,
taninos y fenoles. Sin embargo, algunos autores sostienen que en general las
gramineas no desarrollan inhibidores, o bien éstos tienen un efecto minimo sobre
la germinacién (Simpson, 2007; Ducklos et al., 2013). Para este género solo se ha
descripto la presencia de sustancias similares al tanino en las células de la testa
de S. coromandelianus (Retz) Kunth. (Satyamurty, 1983), pero no se han realizado

estudios para comprobar su influencia en la germinacién. En este trabajo no se ha
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podido demostrar la presencia de inhibidores de la germinacién en la
testa/endosperma de las semillas de S. phleoides.

Simpson (2007) sugiere que la perforacion de la cubierta seminal podria
implicar una mayor disponibilidad de agua para el embridén. Esto permitiria que el
embridn genere una fuerza expansiva suficiente como para romper la cubierta de
la semilla (Baskin et al., 2006). En la especie estudiada se observé que al perforar
la testa se aumenta significativamente la tasa de imbibicién, las semillas fueron
capaces de absorber mas cantidad de agua y de germinar de manera rapida y
uniforme. Toole (1941) también observé aumento en la tasa de absorcién de agua
en semillas escarificadas y en semillas sin dormancia. Estudios complementarios
como el desarrollo de la cubierta seminal y perforaciones en distintas partes de la
semilla podrian ayudar a comprender mejor este aspecto.

Los resultados obtenidos sugieren que S. phleoides presenta una
dormancia del tipo fisiologica no profunda (NDP), segun las clasificaciones
propuestas por Baskin & Baskin (2004) y Finch-Savage & Leubner-Metzger
(2006). Este tipo de dormancia es bien conocida en las gramineas y por lo general
su ruptura implica periodos de estratificacién en frio (Baskin & Baskin, 2014),
tipico de las especies que inician su ciclo en primavera (Baskin & Baskin, 1987;
Baskin et al.,, 1993; 1995). Para S. phleoides, la estratificacion humeda a 8°C
promueve significativamente la germinacion, y los mejores resultados se
obtuvieron luego de 100 dias, lo que coincidiria con el periodo invernal de su area
de distribucién natural. Sin embargo, no fue posible romper la latencia de todas las
semillas, como se observd también en otras especies de Sporobolus (Toole,
1941).

Se ha demostrado que bajas concentraciones de nitratos en actian como
promotores de la germinacion en varias especies de gramineas estivales (Adkins
et al,, 2002). En S. indicus, el KNO3 desbloquea la dormancia primaria (Ferrari,
2008), pero en otras especies del género de su efecto fue variable (Toole, 1941).
En S. phleoides produce efectos sélo bajo la accion combinada con estratificacion
en frio. Una germinacién elevada, rapida y uniforme fue obtenida cuando las

semillas fueron estratificadas durante 100 dias en combinacién con nitratos,
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aunque existi6 un porcentaje variable de semillas con dormancia entre las
poblaciones evaluadas.

El almacenamiento en seco puede liberar lentamente los niveles de
dormancia debido a un proceso de post-maduracion, siendo un fendémeno variable
entre y dentro de especies. Para S. phleoides se observé que el almacenamiento
en seco a 20°C promovié la germinacién sé6lo en dos poblaciones (8452 del Chaco
Humedo y 8415 del Espinal del Algarrobo), y sus respuestas fueron mejores bajo
30 °C luego de 12 y 18 meses de almacenamiento. Este comportamiento sugiere
que pudo haberse inducido una dormancia de tipo secundaria (Batlla & Benech-
Arnold, 2010). La variacién intraespecifica en respuesta al almacenamiento en
seco ha sido registrado también en otras especies silvestres como Oryza ssp. L.
(Veasey et al., 2004) y Paspalum dilatatum Poir. (Glison et al., 2014). Por lo tanto,
las respuestas al tiempo de almacenamiento en seco, o las condiciones requeridas
para lograr niveles mas bajos de dormancia pueden ser consideradas para la
seleccion de los genotipos deseables.

El tratamiento de perforacion fue el unico capaz de liberar a las semillas de
S. phleoides de su dormancia, pero resulta dificil de aplicar en la practica para un
gran numero de semillas. Una técnica que puede simular los efectos de la
perforacién es la escarificacién (Simpson, 2007). Este ha sido el método mas
utilizado para romper la dormancia impuesta por las cubiertas seminales en
gramineas forrajeras estivales (Adkins et al., 2002), y ha funcionado para algunas
especies de Sporobolus (Toole, 1941; Currey et al., 1973). A futuro, se tendra que
adecuar un método de escarificacion que permita obtener una germinacion rapida
y uniforme de las semillas de S. phleoides.

Las demandas para reducir la dormancia fueron variables entre las
poblaciones de S. phleoides. Sin embargo, ha sido ampliamente demostrado que
el grado de dormancia es dependiente tanto de factores genéticos como de las
condiciones ambientales que gobernaron durante el desarrollo de las semillas en
la planta madre (Bewley & Black, 1994; Li & Foley, 1997; Simpson, 2007). A pesar
de sus diferentes origenes, las semillas empleadas en este trabajo fueron
obtenidas de un ambiente uniforme, por lo que la variabilidad observada en el
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comportamiento germinativo podria ser atribuible entonces a diferencias genéticas
(Baskin & Baskin, 1973). El conocimiento de esta variabilidad es un requisito
basico para estudios relacionados con la domesticacibn y conservacion de

semillas en bancos de germoplasma.
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CAPITULO IV:

Discusion general y conclusiones
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1. Discusion general

La gran complejidad genética que presentan la mayoria de las poblaciones
de plantas silvestres y las formas posibles en que los recursos genéticos pueden
ser utilizados en el futuro, hacen que sea dificil proporcionar sistemas de muestreo
generales simples y eficientes y que el tamafno de las muestras sean las éptimas
para la conservacién de todas las especies (Namkoong, 1986; Vogler & Vanish,
2011). En este sentido, el conocimiento de aspectos basicos de la biologia de las
especies resulta fundamental para poder adaptar las estrategias de colecta y la
regeneracion del material conservado, dado que durante estos procesos es muy
comun la ocurrencia de deriva genética (Brown & Marshal, 1995; Vogler & Vanish,
2006; Crossa & Vencovsky, 2011). En este trabajo se aporta informacién esencial
para adecuar las actividades de colecta, conservacion vy utilizaciéon del
germoplasma de Sporobolus phleoides.

El conocimiento obtenido sobre el sistema reproductivo de esta especie,
permitird estimar como se estructura la diversidad genética entre las poblaciones
naturales, constituyendo uno de los factores mas importante en el control de la
diversidad y evolucion genética (Charlesworth & Wright, 2001; Glemin et al,,
2006).

En especies con sistema reproductivo mixto como S. phleoides, las
proporciones de autogamia y alogamia son las que determinan la estructura
genética de la progenie. En especies que presentan cleistogamia, este balance
depende de la proporcién relativa de los dos tipos de flores, la que es plastica en
la mayoria de las gramineas (Campbell, 1982; Clay, 1983; Cheplick, 1995; 2007).
Sin embargo, en la especie estudiada, caracteristicas de sus antecios
casmdgamos como cortos ciclos de vida floral, pequena distancia fisica entre
organos masculinos y femeninos, y baja relacion P/O, estarian asegurando
elevadas tasas de autogamia (Sicard & Lenhard, 2011; Kalisz et al., 2012; Duncan
& Rausher, 2013), en todas las poblaciones de S. phleoides estudiadas. Si las
tasas de autofecundacion dentro de las poblaciones naturales son similares a las
obtenidas en este trabajo, la especie se estaria comportando como una especie
autdbgama, esperandose entonces una gran proporcion plantas homocigotas,
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conformando poblaciones fuertemente estructuradas en lineas puras (Jain, 1975;
Charlesworth & Wright, 2001; Glemin et al., 2006). Por esto, a la hora de planificar
su colecta como recurso fitogenético, sera mas importante priorizar un gran numero
de poblaciones (de distintos sitios), a expensas del numero de individuos por
poblacion en cada sitio (Brown & Marshal, 1995).

Sin embargo, no se debe subestimar el efecto potencial de los
cruzamientos. La floracion estacional y sincronica entre plantas y poblaciones, la
floracion masiva de individuos y el gran numero de espiguillas que se encuentran
en antesis simultdneamente, implican la existencia de un cierto flujo génico que
aumentaria las chances de alogamia y reduciria las probabilidades de
diferenciacion de las poblaciones en subpoblaciones (Loveless & Hamrik 1984).
Debido a esto, resultaria de importancia para esta especie obtener la tasa de
cruzamiento mediante metodologias moleculares adecuadas, como las empleadas
por Tomas et al. (2013) para gramineas perennes. De todas maneras, Crossa &
Vencovsky (2011) proponen un numero de plantas y semillas por planta para
planificar la colecta y la regeneracion del germoplasma en especies con sistema
reproductivo mixto y tasas de autogamia conocidas, bajo un tamafo poblacional
efectivo deseado.

Otro aspecto importante abordado en este trabajo consisti6 en conocer el
comportamiento germinativo de S. phleoides. Dado que los mecanismos de
dormancia en esta especie estan principalmente ligados a la testa seminal, se
requieren tratamientos que produzcan una ruptura en la cubierta seminal para su
Optima germinacién. Para analisis de germinacion efectivos en esta especie, se
recomienda la perforacion de las semillas previamente hidratadas y su posterior
cultivo a 30°C en oscuridad y sobre papel humedecido con agua destilada; con
recuentos iniciales y finales de germinacién durante el primer y tercer dia,
respectivamente. Para el analisis de la viabilidad de las semillas, se sugiere aplicar
el tratamiento descripto en la seccion 4.2 del Capitulo Ill.

Varios estudios sobre el comportamiento germinativo en gramineas con
cleistogamia muestran que existen diferencias entre las semillas obtenidas de

antecios casmoégamos y las provenientes de antecios cleistbgamos. En
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Dichanthelium clandestinum (L.) Gould por ejemplo, las semillas de antecios
casmdgamos demandan mas tiempo en germinar y tienen un menor porcentaje de
germinaciéon que las provenientes de augellos cleistbgamos; pero en Stipa
brachychaeta Godr. las semillas de antecios casmogamos presentan un
comportamiento germinativo relativamente mas simple que las provenientes de
antecios cleistogamos (Campbel et al., 1983). A pesar de que en este trabajo se
observé que las demandas para reducir la latencia fueron variables entre las
poblaciones evaluadas, esto no tuvo correlacibn con los porcentajes de
cleistogamia registrados, ya que fueron similares para todas estas poblaciones.
Sin embargo, estos datos de cleistogamia fueron tomados durante el inicio del
periodo de floracion, y es sabido que la proporcion de ambos tipos de antecios
suele estar influenciada tanto por la ontogenia como por las condiciones
ambientales (Cheplick, 2007) por lo cual su estudio deberia ampliarse.

Si bien las poblaciones empleadas representan parte del area de
distribucién de la especie, por tratarse de un endemismo de Argentina que
presenta una alta tolerancia a la salinidad, seria importante mejorar la dimension
espacial en futuros estudios, dado que los diferentes rasgos reproductivos e
interacciones biolégicas son susceptibles de variacion regional a lo largo del rango
de distribucién geogréfica de una especie (Travis, 1996; Thompson, 1997).

El caracter ortodoxo (Hong & Ellis, 1996) y la elevada produccion y
viabilidad de semillas, hacen de S. phleoides una especie con caracteristicas que
facilitarian la colecta, conservacién y regeneracion en un banco de germoplasma
(Rao et al., 2007).

2. Conclusiones

»  Sporobolus phleoides se reproduce sexualmente y presenta un sistema
reproductivo mixto, caracterizado por la presencia de espiguillas
casmédgamas y cleistbgamas, con un claro predominio de la autogamia. Por

lo que en sus poblaciones se podrian obtener una gran proporcidén de plantas
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homocigotas conformando lineas puras. Se sugiere que en los planes de

coleccion sea priorizado el nimero de poblaciones a colectar.

Las semillas de S. phleoides son liberadas de la planta madre con dormancia
primaria de tipo fisioldogica no profunda. Sus embriones son viables y los
mecanismos de dormancia se encuentran relacionados a la testa seminal.
Debido a esto, se requieren tratamientos que produzcan la ruptura de su

cubierta seminal para su 6ptima germinacion.

Para analisis de germinacion en esta especie se recomienda la perforacién
de semillas previamente hidratadas y cultivarlas a 30°C en oscuridad. Se
recomienda 1 a 3 dias para realizar los recuentos iniciales y finales de

germinacion, respectivamente.

Las poblaciones demostraron ser bastante homogéneas en cuanto a los
caracteres reproductivos evaluados en este trabajo, pero mostraron distintos
comportamientos de germinacién, lo cual deberia ser tenido en cuenta en

futuros trabajos.

La informacion obtenida contribuirda a planificar adecuadamente las
estrategias de colecta, conservacién y regeneracién, consideradas basicas
en bancos de germoplasma y en planes de mejoramiento forrajero, de este
importante recurso fitogenético endémico para areas afectadas por la
salinidad en Argentina.
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