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Las necesidades apremiantes de aumentar la produccion de alimentos, granos y fibras a
nivel local, regional y mundial en un marco de creciente sustentabilidad exige la
comprension de las dinamicas de las poblaciones de malezas al nivel de especie y de
comunidad con el fin de construir conocimiento que permita conocer la tendencia
(creciente o decreciente de una poblacién). Recién cuando esto se logre, el manejo

integrado de malezas sera una realidad (Leguizamén, 2007).
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PERSISTENCIA DE LA DORMICION Y RESPUESTA A TRATAMIENTOS
ESPECIFICOS PARA SUPERARLA EN SEMILLAS DE CAPIN (Echinochloa colona L.

Link)
RESUMEN

El género Echinochloa Beauv. consta de unas 50 especies, siendo uno de los mas
cosmopolitas, tanto en Asia y Australia, como también a lo largo de América. Se lo asocia
a 5 principales cultivos mundiales: arroz, cafia de azlcar, algodén, maiz y sorgo. La
especie anual E. colona es una de las malezas mas importantes. En Argentina es
conocida vulgarmente como capin, arroz silvestre, grama pintada o pasto colorado, la cual
afio tras afo registra un incremento del area colonizada por biotipos resistentes a
herbicidas. Ademéas cuenta con una caracteristica de adaptabilidad, la dormancia en
semilla, por lo tanto, resulta de interés profundizar y generar conocimientos sobre los
mecanismos de ruptura de la dormicion de semillas de E. colona. En la Estacion
Experimental Agropecuaria — INTA Pergamino fueron recolectadas 2 muestras en el
mismo momento, procedentes de dos lotes contiguos con diferente historial de manejo:
uno de ellos provenia de monocultura de soja y el otro con un historial de 20 afios bajo la
rotacion tg/sj-mz-sj. Ambas muestras fueron analizadas en el laboratorio de Tecnologia de
Semillas de la misma EEA, con el fin de evaluar la persistencia de la dormicién en
poscosecha a lo largo de 33 semanas de almacenamiento en condiciones controladas, y
la respuesta germinativa a tratamientos aplicados para superar este estado. Luego de 21
dias posteriores a la siembra de las semillas, se registré6 el nimero de plantulas
germinadas con radicula superior a 2 mm y se analizé la dinAmica de germinacion a
través del tiempo mediante un modelo matematico exponencial. En las muestras
evaluadas para este trabajo, la dormicidn fisiolégica de las semillas persiste mas alla de
las 33 semanas. Luego de este periodo de almacenamiento, las semillas responden

parcialmente a los tratamientos especificos nitrato de potasio, escarificado e inmersion. La
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persistencia de la dormicion no es igual en ambas muestras de la especie sino que,
aquella que provino del sistema de rotacion fue quien demostr6 mayor respuesta a los
tratamientos para superar la dormicién, excepto en el tratamiento hormonal donde se vio

mayor respuesta en las semillas originadas en el lote de monocultura de soja.



PERSISTENCIA DE LA DORMICION Y RESPUESTA A TRATAMIENTOS
ESPECIFICOS PARA SUPERARLA EN SEMILLAS DE CAPIN (Echinochloa colona L.

Link)

INTRODUCCION

El género Echinochloa Beauv. consta de unas 50 especies, incluyendo subespecies y
variedades. Las plantas de este género varian mucho y su taxonomia es confusa, pero las
especies anuales E. crus-galli y E. colona son las malezas mas importantes (Valverde et
al., 2000). Son capaces de germinar durante el ciclo de cualquier cultivo, y pueden crecer
en campos cultivados, praderas, margenes de canales, acequias y charcos. Prefieren las
areas expuestas y rara vez se encuentran en sitios sombreados. En Argentina es
conocida vulgarmente como capin, arroz silvestre, grama pintada o pasto colorado (Papa

et al., 2010).

Caracteristicas morfologicas de la especie Echinochloa colona (L.) Link.

E. colona es una poacea (graminea) originaria de India y ampliamente distribuida en las
regiones de clima tropical y subtropical del mundo (Papa et al., 2010). Es una planta
herbacea que vegeta a partir de la primavera y florece desde el verano hasta el otofio,
donde culmina con la fructificacién. Se desarrolla en forma de mata, con tallos erguidos
desde los 10 hasta los 90 cm de altura (Picapietra y Ponsa, 2015). Posee hojas lineales,
planas, glabras, de 20 cm de largo, a veces con franjas transversales rojizas, desprovistas
de ligula. Las flores se presentan en panojas erectas, lineal-oblongas a piramidales, con 5
a 15 ramas laterales. Espiguillas aovadas, muticas o mucronadas, rojizas o verdosas. El

fruto es un cariopse de 1 a 2 mm de longitud (Parodi, 1964). Se le atribuye al género una
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alta produccion de propagulos, que puede oscilar entre 3000 y 6000 semillas por planta

(Leguizamdn y Lovato Echeverria, 2014).

La maleza Echinochloa en los cultivos

Este género es uno de los mas cosmopolitas citado por diversos autores, tanto en Asia y
Australia, como también a lo largo de América. Se lo asocia a 5 principales cultivos
mundiales: arroz, cafla de azucar, algodén, maiz y sorgo (Valverde et al., 2000). Las
especies de Echinochloa tienen una notoria capacidad de adaptacion a las diferentes
condiciones de crecimiento. Estas adaptaciones le permiten optimizar la sobrevivencia
dentro del periodo mas favorable, induciendo la formacién de individuos que se asemejen
al cultivo de arroz (Valverde et al., 2000). Esta facultad de imitar al cultivo, conocida como
mimetismo, dificulta la identificacion de la maleza, asi como el control sin causar dafio al

cultivo.

Se comprobd que E. colona puede llegar a reducir el rendimiento del arroz sembrado
directamente en mas del 75% cuando esta presente a una densidad de 280 plantas/m?
(Mercado y Talatala, 1977). Experiencias en el Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (Picapietra y Ponsa, 2015) demostraron que en presencia de una cobertura
aproximada del 75% de E. colona, se puede reducir hasta un 50% el rendimiento final del

cultivo de soja.

E. crus-galli (P.) Beauv., también en arroz, reduce el rendimiento en mas de un 50% a una
densidad de sélo 9 plantas/m? (Maun y Barrett, 1986). Del mismo modo, E. glabrescens L.
ha demostrado ser una especie de maleza altamente competitiva en el ecosistema de

arroz (Chauhan, 2013).
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Persistencia de la especie

El banco de semillas de malezas constituye la principal fuente de propagacion y
renovacion de poblaciones en el tiempo (Requesens et al., 2004). El conocimiento del
comportamiento de los propagulos y su desarrollo ecolégico es fundamental para la
implementacion de estrategias integradas de manejo de malezas (Ortiz-Dominguez y

Gonzélez, 2001).

Las semillas de Echinochloa spp. se dispersan a través de la maquinaria agricola, los
roedores, aves y animales mayores, como asi también mediante los canales de irrigacion
en el campo. Presenta un periodo de dormicion relativamente corto, con diferente
extension segun autores, de 2 meses como Valverde et al., (2000), de 7 meses segun
Bazzigalupi y Picapietra (2015), hasta 10 meses, con un 75% de semillas dormidas segun
Valverde et al., (2000). Después de 10 meses, el 70% de las semillas viables habia
desaparecido del suelo debido a germinacion o mortalidad, mientras que las restantes
permanecian en estado de dormicion. En Malasia, después de dos afios, casi no habia
semilla viable de E. crus-galli en el suelo (Valverde et al., 2000). Por otra parte, se
encontré persistencia del 1% de semillas de E. colona después de siete afios en Turquia

(Walker et al., 2010).

Segun Valverde et al.,, (2000), trabajos realizados indicaron que no se logré la
germinacion de semillas a mas de 2 cm de profundidad en suelos saturados, pero si la
saturacion se produce posteriormente, la plantula continda con su desarrollo, al igual que

en suelos anegados.

Los porcentajes de dormicion de las semillas pueden diferir entre poblaciones, pero todas
responden de manera favorable a una exposicion superior a 10™*.0 mol photon.m?.d?,
mientras que el KNO3; 0,2% tiene un efecto adicional para superar la dormicion de las

semillas (Ellis et al.,1990; Valverde et al., 2000). Junto a la alternancia de temperatura,
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son tratamientos frecuentes como practicas de laboratorio que buscan interrumpir la

dormicioén.

Caracteristicas de la dormicion.

Mérola y Diaz (2012) definen a la dormicibn como una caracteristica adaptativa que
determina que las semillas germinen en un momento o lugar favorable a su sobrevivencia.
Se trata de una caracteristica heredable, cuya expresion es modificada por las
condiciones ambientales que se dan durante el proceso de maduracién de la semilla
sobre la planta madre. A pesar de tener las condiciones ambientales adecuadas normales
para su germinacion, no lo hacen, debido a mecanismos fisicos y fisiolégicos internos de

la semilla.

Existen diferentes tipos de dormicion; la de tipo fisiologica (PD) es la forma mas
abundante, presente en las principales angiospermas. Se la puede dividir en dos niveles:
PD Profunda: Los embriones extirpados de estas semillas no germinan. Tratamientos con
giberelinas (GAs) no modifican este estado, y requieren varios meses de estratificacion.

PD no profunda, semillas cuyos embriones extirpados producen plantulas normales y

tratamientos con giberelinas pueden superar este estado. A su vez existen cinco niveles
gue relacionan la respuesta de la germinacion con el efecto de la temperatura (Huarte y

Benech-Arnold, 2013).

La posesion de los mecanismos de dormicion confiere a las semillas de malezas dos
oportunidades ecoldgicas importantes: la primera es la habilidad de resistir periodos de
condiciones adversas, y la segunda es la sincronizacién de estadios resistentes y no
resistentes con apropiadas condiciones ambientales para maximizar la probabilidad de

establecimiento de las plantulas (Moran Alvarado y Jarrin Ruiz, 2015).
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Factores para superar la dormicion.
a. Luz.

En las especies fotoblasticas positivas, la luz juega un papel determinante en la ruptura de
la dormancia. La germinacion de semillas de gramineas con dormicion se acelera bajo el
efecto de la luz. El descubrimiento de este fendbmeno lo hizo el cientifico soviético
Filimonov, al definir la dormancia como estado de la semilla en el cual no se saben los
requerimientos o condiciones bajo los cuales germina (Mérola y Diaz, 2012). La luz roja
determina la dormicion en semillas de muchas especies (Finch- Savage y Leubner-
Metzger, 2006). El sentido ecoldgico de este requerimiento radica en la posibilidad de
detectar la profundidad de entierro de las semillas y la presencia de brechas en el
canopeo (Benech-Arnold et al., 2000). Este tipo de radiacion es percibida por un pigmento
llamado fitocromo, el cual es una cromoproteina que existe en dos formas
interconvertibles: Pr, con un maximo de absorcién en los 660 nm (rojo), y Pfr, con un
maximo de absorcién en los 730 nm (rojo lejano). Esta es la forma que termina la
dormicién cuando la cantidad de Pfr/Ptotal se encuentra por encima de un valor umbral
caracteristico de cada especie. La conversién entre ambas formas esta regulada por la

composicion espectral de la luz (relacion rojo/rojo lejano) (La Greca, 2010).

La exposicion a la luz roja determina que el Pfr, forma activa del fitocromo, mediante su
red de sefalizacion, induzca la expresion de genes que codifican para la enzima GA 3[3-
hidroxilasa que permite la conversion de giberelinas sin actividad biol6gica hacia formas

bioactivas (La Greca, 2010).

b.Temperatura.

Es el factor principal del ambiente que regula los cambios en el status de dormicion en

habitats templados (Benech-Arnold et al., 2000). Los modelos de tiempo térmico pueden
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ser muy Uutiles para cuantificar los cambios en la distribucion de los parametros de
hidrotiempo de la poblacion en relacion con las condiciones de post-maduracion (Chantre
et al., 2009). También, Leguizamén y Lovato Echeverria, (2014) observaron que para
alcanzar entre un 25 a un 75% de la emergencia total de plantulas, Echinochloa colona
requiere un tiempo térmico entre 220-460 grados dia (°GD), con una temperatura base

(Tp) igual a 10°C.

El rol estimulante de las temperaturas alternadas esta vinculado con un incremento en la
biosintesis de giberelinas (GAs) y una drastica reduccién en la sensibilidad al &cido

abscisico (ABA) (Huarte y Benech-Arnold, 2013).
Tratamientos para superar la dormicién en laboratorio.
a. Pre-refrigeracion.

Un tratamiento eficaz para superar la dormicién fisiol6gica es el que se asemeja a las
condiciones en que se encuentran las semillas que pasan el invierno en la naturaleza, es
decir, un tratamiento de frio humedo o estratificacion en frio. Mediante este procedimiento
no soélo se supera la dormicion fisiologica, sino que se puede reducir también la
sensibilidad de las semillas durmientes y no durmientes a sus necesidades Optimas de luz
y temperatura. Esto deriva en un incremento de la tasa de germinacion y de su
uniformidad (Willan, 1991). El tratamiento es de duracion variable segun la especie de que
se trate. Willan (1991) recomienda para las especies latifoliadas de la zona templada
remojar las semillas en agua fria, a 3—-5°C aproximadamente, durante 48 horas; luego
escurrirlas y disponerlas en un sustrato humedecido para ser almacenadas a una
temperatura templada. En muchas especies se recomienda una temperatura constante de

20-25°C, o la alternancia de 20 y 30°C (Willan, 1991; Huarte y Benech-Arnold, 2013).

El prerefrigerado es uno de los métodos recomendados por ISTA para superar la

dormicion de algunas especies de la familia de las poaceas (Mérola y Diaz, 2012).
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b. Nitrato de Potasio (KNOs).

Es un promotor de la geminacion recomendado ampliamente en las Reglas
Internacionales de ISTA (2015) para superar la dormicion en semillas de diversas
especies. Asimismo, la bibliografia es abundante en cuanto a resultados favorables por el

uso de este compuesto en semillas con dificultades para germinar (Cardinali et al., 2015).

Se recomienda el uso de KNO3 (0,2% v/v) para la ruptura de la dormicion de las semillas
de varios pastos. El tratamiento con KNO3 de las especies tropicales Chloris gayana,
Melinis minutiflora, Panicum maximum, Sorghum halepense, Stylosanthes humilis
incremento la germinacion en un 15%, mientras que B. dictyoneura, alcanzo un 47% de

germinaciéon (Mérola y Diaz, 2012).

c. Agua hirviendo.

Los tratamientos enérgicos, como la aplicacion de acido o agua hirviendo, que pueden ser
eficaces para superar la dormicién fisica, traspasarian la cubierta de las semillas que
tienen dormicibn mecanica y matarian los embriones. Las instrucciones sobre el
tratamiento de las semillas con agua caliente para eliminar el efecto de la cubierta deben
observarse meticulosamente (Willan, 1991). Las semillas de algunas especies como
Glycine, Leucaena y Acacia al pasar un tiempo breve en este ambiente, aumentan su
germinacion bruscamente. Este tratamiento podria contribuir en la eliminacién de los
inhibidores de la germinacion presentes en la semilla abandonando el estado de
dormicion de forma anticipada. La desventaja principal de este método consiste en que
las semillas tratadas con agua hirviendo, la absorben en cantidades suficientes y pueden

ser inducidas a germinar.
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Otros experimentos con semillas de Algarrobo blanco (Prosopis alba) en agua a 100 °Cy
a 20 °C durante 24 horas dieron como resultado una germinacion del 74,75% en el primer

tratamiento y un 80,70% en el segundo (Prokopiuk y Chifa, 2000; Mérola y Diaz, 2012).

d. Escarificacion mecéanica.

Proceso de ruptura, rayado o alteracibn mecanica de las cubiertas de las semillas (sin
tocar el embridon) para hacerlas permeables al agua o a los gases. El desgaste o la
ruptura de la cubierta seminal se puede lograr con la agitacion de las semillas con algun
material abrasivo como la arena, o mediante raspado con un papel de lija o lima, cortando
las cubiertas con un cuchillo o romperlas con un martillo; son métodos sencillos y Utiles

para lotes pequefios de semillas relativamente grandes.

El efecto positivo de la escarificacibn mecéanica consiste en el incremento notable de la
germinacién. Por ejemplo, Panicum coloratum de 1-2 % hasta 50-70 % (Mérola y Diaz,
2012). Existen escarificadores que su usan en la industria de semillas, particularmente

para algunas leguminosas como Trifolium repens.

e. Remocion de cubiertas florales.

La lemma y palea han sido asociadas con la dormicion en numerosas gramineas,
inhibiendo la germinacion de sus semillas (Marinori, 2013). Es una técnica utilizada en
gramineas y se realiza manualmente retirando las coberturas del embrion facilitando asi la
absorcion de agua y el intercambio gaseoso. La remocion de las cubiertas florales de
Buffel cv. Vidlela incremento la germinacion de las semillas frescas en 5 veces (Mérola y

Diaz, 2012).

En el caso de Setaria magna, los cariopses escarificados manualmente con lijas (i.e., sin

glumelas) deben ser seleccionadas con lupa para asegurar la integridad de los embriones,
17



debido a que el método produce un gran porcentaje de dafio en éstos (Marinori et al.,

2013).

f. Métodos hormonales.

Las hormonas vegetales tienen una funcion critica en el desarrollo de las plantas, ya que
segun su presencia en el sitio y momento adecuado pueden estimular o inhibir procesos
fisioldgicos especificos para tener un cierto crecimiento, diferenciacion, metabolismo, etc,

gue se refleja en la fenologia (Mérola y Diaz, 2012).

Giberelinas: Las giberelinas pueden terminar con el periodo de reposo en semillas de
muchas especies. En los primeros trabajos las semillas de algunas especies no fueron
afectadas por la aplicacion de giberelinas exdgenas, ciertas investigaciones posteriores
indicaron que frecuentemente la causa era que la sustancia no penetraba las cubiertas de

las semillas (Mérola y Diaz, 2012).

El rol fisioldgico de la luz y las temperaturas alternadas es el incremento en el potencial de
crecimiento del embrion (EGP) y a un pronunciado debilitamiento de estructuras tales
como el endosperma micropilar o la testa (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006). La
activacion de ambos procesos obedece a un incremento en el contenido enddégeno de
giberelinas y en una mayor sensibilidad a aquellas aplicadas exdgenamente (La Greca,
2010).Las giberelinas provocan la estimulacion de las sintesis de RNA en las capas de

aleuronas (Mérola y Diaz, 2012).

La especie en nuestro pais.

E colona es una especie que en Argentina se difunde en forma creciente y afecta la
productividad de los cultivos estivales. Presenta semillas fotoblasticas positivas, con

respuesta adicional al nitrato de potasio, que junto a la alternancia de temperatura, son
18



esenciales para promover la germinacion de una parte de las semillas con dormicion

(Bazzigalupi y Picapietra, 2015).

Afio tras afio, en nuestro pais, se registra un incremento del area colonizada por biotipos

resistentes a herbicidas (REM, 2016).

® OpenStreetMap confributors © OpenStreetMap contributors

Figura 1: Evolucion de la dispersion de E. colona resistente a herbicidas en la Argentina.

Afios 2013 y 2015. (REM, 2016).

En 1974, Baker sefialé que la dormancia en semillas es de interés intrinseco debido a que
es una de las caracteristicas de adaptabilidad que éstas poseen. Por lo tanto, se puede
decir, que la dormancia podria ser responsable de la sobrevivencia de E. colona en los

campos cultivados (Vega-Jarquin et al., 2010).

Es por ello que se considera de interés profundizar los estudios sobre la dormicién de las

semillas de E.colona y en qué forma las supera.
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OBJETIVOS

General

Generar conocimientos sobre mecanismos de ruptura de la dormicion de semillas
de E. colona para poder facilitar el estudio de la germinacion de sus semillas con

relacion al ambiente.

Especificos

Evaluar la persistencia de la dormicién en semillas de E. colona post-cosecha
durante 33 semanas de almacenamiento en condiciones controladas, comparar
semillas de dos origenes diferentes y valorar el efecto del lavado con agua caliente

como método para superar la dormicion.

Evaluar la respuesta germinativa de semillas E. colona de un origen especifico a
tratamientos con nitrato de potasio, lavado con agua caliente, escarificado,

inmersién y acido giberélico aplicados para superar la dormicién.

HIPOTESIS

La persistencia de la dormicién de las semillas de E. colona varia en funcién del
historial de manejo del lote de donde fue extraida la muestra y del tratamiento de

lavado con agua caliente aplicado previamente.

La ruptura de la dormicién de E. colona se puede lograr mediante tratamientos

especificos.
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MATERIALES Y METODOS

Se emplearon semillas de E. colona de dos muestras colectadas en la EEA Pergamino —
INTA, obtenidas de dos lotes con diferente historial de manejo. En uno de ellos, en las
tltimas tres campafias, se cultivaron dos afios de Soja RG continuos y luego Maiz RG, de
alli se extrajeron las semillas que se denominaron de origen 1. En el otro lote, en cambio,
se mantiene por aproximadamente 20 afios la rotacion tipica de la zona: Trigo/Soja 2da -
Maiz - Soja 1ra. Al momento del muestreo, el lote se hallaba con Soja de 2da. De este

altimo lote se extrajeron las semillas que se denominan de origen 2.

Las semillas se produjeron en suelo Argiudol tipico, serie Pergaminol, clase I-2 (Ferraris y
Corti, 2015). Estos suelos de la serie Pergamino son: oscuros, muy profundos y bien

drenados, formados sobre sedimentos loésicos franco limosos gruesos (INTA, 1972).

La cosecha manual se realiz6 se realizo el dia 16 de marzo de 2015 en plantas maduras
cuyas semillas se desprendian facilmente de la panoja. Se colectaron entre 3 y 4 panojas
provenientes de macollos primarios de 20 plantas seleccionadas al azar de cada uno de
los lotes. Las mismas fueron almacenadas en sobres de papel, identificando a la muestra

conjunta como semillas de origen 1 (Muestra 1) y de origen 2 (Muestra 2).

Las semillas correctamente identificadas se sometieron a practicas de limpieza, donde se
eliminaron impurezas y semillas vanas. Posteriormente se almacenaron en cdmara seca,
con temperatura de 20°C, situada en el laboratorio de Tecnologia de Semillas de INTA

Pergamino.

Se evalud la viabilidad de las semillas colectadas mediante el test de tetrazolio segun
reglas ISTA (2015). El procedimiento comenzd con la imbibicion, entre papeles, de las
semillas de cada muestra durante 18 hs y luego se efectud la puncion de las semillas en

el extremo opuesto al embrion. Finalmente fueron colocadas en solucion de 2, 3, 5 cloruro
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de trifeniltetrazolium (TTZ) (Sigma) (0,2% g/l), durante 24 horas en estufa a 34°C. Para

esta prueba se hicieron cuatro repeticiones de 50 de semillas.

Una vez concluido el proceso de acondicionamiento de la semilla, dos dias después de la
cosecha en campo, se procedi6 al inicio del primer experimento. Los otros experimentos

se realizaron 33 semanas mas tarde.

Experimento 1.

Para evaluar el comportamiento de la persistencia de la dormicién en las diferentes
muestras de semillas (Factor muestra) y en semillas tratadas para superar la dormicion y
no tratadas (Factor lavado), se realizdé un experimento mediante un disefio completamente
aleatorizado con arreglo factorial. De la combinacién de los niveles de ambos factores; 2
para Factor muestra (MUE ;1 y MUE ,) y 2 para Factor lavado (con agua caliente y sin

tratamiento), resultaron 4 tratamientos.

Cada unidad experimental consistié en 20 semillas sembradas en cajas de siembra, con
un total de 12 cajas. Se asigno a cada unidad experimental (caja) un tratamiento de forma

aleatoria, con 3 repeticiones (Figura 2).

La siembra se realizé6 cada 3 semanas, en 11 momentos, el 18/03, 08/04, 29/04, 20/05,
10/06, 01/07, 22/07, 14/08, 02/09, 23/09 y 14/10; el proceso se extendio a lo largo de 33

semanas.

Las cajas de siembra utilizadas fueron bandejas de polipropileno con tapa, en donde se
colocé como sustrato una toalla de papel tipo Valot, de 30 g/m? (Silva et al., 2012)
humedecida con 15 ml de agua. Luego de sembrar las 20 semillas por caja, se colocaron
en camara de germinacion a temperatura de 20-30°C y fotoperiodo de 10 hs. Como en las
normas ISTA (2015) no existen precedentes para la especie E.colona, se siguieron las

prescripciones indicadas para E. crus-galli.
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El tratamiento de lavado previo con agua caliente (LAV.) consisti6 en un escurrido de
agua a 70°C sobre las semillas dispuestas en un colador, durante un periodo de 90

segundos (Bazzigalupi y Picapietra 2015).

Luego de cada siembra, se realizd la evaluacion a los 21 dias, donde se conté el nimero

de plantulas germinadas con radicula superior a 2 mm en cada bandeja.

La dindmica del porcentaje de germinacion (%GERM) a través del tiempo se evalud

mediante el modelo mateméatico exponencial.
El modelo exponencial se expresa como sigue:
%GERM = a X exp(8 X SDC) + e
Donde:
%GERM es el porcentaje de germinacion
a: es el porcentaje de germinacion inicial
B es la tasa de crecimiento
SDC: semanas desde la cosecha

e: Error del modelo
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Figura 2. Esquema de la siembra realizada para el experimento 1.

Experimento 2.

Para evaluar la respuesta de la semilla a tratamientos destinados a superar la dormicion
se utilizé la misma metodologia de siembra (cajas de siembra) que en el experimento 1,
con la misma disposicién de sustrato e iguales condiciones en la cAmara de germinacion.
Este experimento se llevd a cabo a partir de la semana 33 posterior a la cosecha, y en
funcién de los resultados observados en el experimento 1 se trabajé sélo con las semillas

pertenecientes a la muestra 2 (MUE ;). El mismo se dividi6 en dos partes.
Experimento 2. Parte I:

Para evaluar el efecto del Factor escarificado (ESC), del KNO y del LAV sobre él
%GERM, se realiz6 un experimento mediante un disefio completamente aleatorizado con

arreglo factorial, con 8 tratamientos.
Los tratamientos resultantes fueron:

'KNO c - LAVC = ESCC
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-KNO . - LAV, - ESC;
-KNO . - LAV; - ESC,
-KNO - LAV, - ESC,
-KNO . - LAV - ESCs
-KNO - LAV, - ESC;s
-KNO - LAV - ESC,
Donde el subindice “c” significa con presencia del tratamiento y el subindice “s”

corresponde a sin presencia.

Para el tratamiento KNO. se aplicaron 15 ml de KNO3 con una concentracion de 0,2% g/l
sobre el papel valot dispuesto en las bandejas, para el tratamiento LAV, se repitio el
procedimiento con agua a 70°C y, para el tratamiento ESC. se retiraron las coberturas de

forma manual.

Previo a la siembra, fueron asignados los tratamientos correspondientes a cada unidad
experimental de forma aleatoria. Cada tratamiento consta de 3 repeticiones o bandejas.
Trascurridos 21 dias desde la siembra finalizo el periodo de germinacién, registrando el

namero de plantulas obtenidas.

El andlisis estadistico se realizd a través de modelos lineales mixtos, como se describe a

continuacion:

Yijk =M + Ti + By + yic+ (TB)ij + (T Y)ik + (BY)ix + (TBY)ijk + Eijx
Coni=12;j=1,2;k=1, 2,

Siendo:

Yijk corresponde al %GERM.
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U representa a la media general,

T; es el efecto KNO,

B; es el efecto ESC,

Yk €s el efecto LAV,

(TB);; (T Y)ik (By)ik representan las interacciones dobles, (TBy)ix la interaccion triple y

&ijk €s el error muestral, con distribucion normal, esperanza cero y varianza constante.

Para el analisis de los datos, en primer lugar se comprobd que se cumplen los supuestos

de normalidad y homogeneidad de varianza.

A continuacioén se evaluo la interaccion triple que contiene el efecto conjunto de todos los
factores, si no resulta significativa, posteriormente se evallan las interacciones dobles; si
estas tampoco resultan significativas, se evalla a cada factor de manera independiente,

para determinar cuél/es de ellas son las que originan cambios en el %GERM.

Las comparaciones multiples se realizaron mediante el método de Minimas Diferencias

Significativas (LSD) de Fisher con a=0,05.

Experimento 2. Parte Il

Para evaluar el efecto del KNO y del Factor inmersién (INM) sobre el porcentaje de
germinacion, se realizé un experimento mediante un disefio completamente aleatorizado

con arreglo factorial, con 4 tratamientos.

Los tratamientos resultantes fueron:

-KNOc_INM¢
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-KNOc_INM s
-KNOs_INM¢
-KNOs_INMs

Donde el subindice “c” significa con presencia del tratamiento y el subindice “s

corresponde a sin presencia.

Para el efecto del KNO ¢ se aplicaron 15 ml de nitrato de potasio (KNO3) con una
concentracion de 0,2% g/l sobre el papel valot dispuesto en las bandejas y para INM ¢ se
colocaron las semillas en agua durante 48 horas a 7°C, anticipando el inicio del

experimento.

Previo a la siembra, fueron asignados los tratamientos correspondientes a cada unidad
experimental de forma aleatoria. Cada tratamiento consta de 3 repeticiones o bandejas.
Trascurridos 21 dias desde la siembra finalizé el periodo de germinacion, registrando el

numero de plantulas obtenidas.

Inicialmente se realizé un andalisis a través de modelos lineales mixtos, como se describe

a continuacion:

yij =M+ T+ B+ (TR); + g
Coni=1,2;j=1,2,

Donde:

yij corresponde a %GERM,

M representa a la media general,
T; es el efecto KNO,

B; es el efecto INM,

(TB);j es la interaccion entre los tratamientos y
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&j es el error muestral, con distribucion normal, esperanza cero y varianza constante.

Al no cumplirse los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza se procedio a
trabajar con el test no paramétrico Kruskal-Wallis, continuando luego con las

comparaciones multiples.

Experimento 3.

Para evaluar la respuesta de la semilla a otros tratamientos destinados a superar la
dormicion se utilizé la misma metodologia de siembra (cajas de siembra) que el
experimento 1, con la misma disposicién de sustrato e iguales condiciones en la camara
de germinacion. Este experimento se llevé a cabo a partir de la semana 33 posterior a la

cosecha.

Se trabajo con dos factores de tratamiento: Factor muestra (MUE) y Factor giberelina
(GIB). Se observéd el efecto de ambos factores sobre %GERM mediante un disefio
completamente aleatorizado con arreglo factorial, con 4 tratamientos.

Los tratamientos resultantes fueron:

-MUE 1_GIB¢

-MUE;_GIBs

-MUE,_GIBc¢

-MUE,_GIBs

Donde el subindice “c” significa con presencia del tratamiento y el subindice “s”

corresponde a sin presencia.

Se aplico GIB ¢ con una concentracion de 0,8 % m/v. La cantidad de solucion fue la

misma que en el tratamiento con agua, 15 ml por unidad experimental.
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Previo a la siembra, fueron asignados los tratamientos correspondientes a cada unidad
experimental en forma aleatoria. Cada tratamiento consta de 3 repeticiones o bandejas.
Trascurridos 21 dias desde la siembra finalizo el periodo de germinacién. Durante este
periodo se evalud la germinacion en 5 momentos (5, 7, 13, 18 y 21 dias desde la siembra

-DDS), registrando el numero de plantulas obtenidas en cada recuento (MTO).

Los datos se analizaron a través de modelos lineales mixtos con medidas repetidas en el

tiempo.

Yik = B+ Ti + B + yi + (TB)ij + (T )i + (BY)ik + (TBY)ijk * Eijx
Coni=1,2;j=1,2,k=1,2,3,4,5.

Donde:

Yijk corresponde a %GERM.

M es la media general,

T; es el efecto del Factor muestra,

B; es el efecto GIB,

Yk €s MTO,

(TB);; (T Y)ik (BY)jk son los efectos de las interacciones dobles,
(TBY)ij« es la triple interaccion y

&ijk es el error muestral, con distribucion normal, esperanza cero y varianza constante.

Una vez comprobados los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza, se
evaluo la interaccion doble que contiene el efecto conjunto de los factores. Si esta ultima
no resulta significativa, se evallo a cada factor de manera independiente, para determinar

cual dio origen al cambio de comportamiento en €l %GERM.

Las comparaciones multiples se realizaron mediante el método de Minimas Diferencias

Significativas (LSD) de Fisher con a=0,05.
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Los resultados obtenidos en todos los ensayos fueron analizados en el software

estadistico Infostat ver 2015e (Di Rienzo et al., 2010).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Las muestras evaluadas inmediatamente después de la cosecha mediante la prueba de

tetrazolio, poseian una viabilidad del 70% en la MUE ; y del 72% para la MUE ».

Experimento 1.

La dinamica del %GERM a través del tiempo se evalu6 mediante el modelo matematico

exponencial.

A continuacién se muestran los modelos estimados con el coeficiente de determinacion

correspondiente. Ajuste al modelo exponencial para las semillas pertenecientes a la MUE
1.
- %GERM (LAV;)= 0,66*EXP (0,03*SDC), r2= 0,02.

- %GERM (LAV,)= 0,17*EXP (0,1*SDC), r2= 0,22.

Ajuste al modelo exponencial para las semillas pertenecientes a la MUE ;
- %GERM (LAVs)= 0,03*EXP (0,2*SDC), r2= 0,74.
- %GERM (LAV,)= 0,02*EXP (0,23*SDC), r2= 0,87.

Los valores observados y los modelos ajustados pueden observarse en la Figura 3.
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Figura 3. Porcentaje de Germinacion (%GERM) de MUE ; (izquierda) y MUE , (derecha),
sin tratamiento (LAVs) y con tratamiento de agua caliente (LAV.) en funcién del tiempo

como semanas desde la cosecha (SDC) y el ajuste de la funcidén exponencial.

Por un lado, se puede observar que el %GERM de las semillas pertenecientes a MUE 1,
se mantiene cercano a cero a lo largo del tiempo para ambos tratamientos. A partir de la
semana 27 se observa un leve crecimiento para las semillas tratadas. Esto ultimo se
corresponde con las bajas tasas de crecimiento de ambos tratamientos (0,03 para LAV y
0,1 para LAV,.). Es importante resaltar que MUE ; no logr6 superar el 10 % de semillas

germinadas en ambos tratamientos a lo largo del periodo estudiado.

Para el caso de las semillas de la MUE ,, se observa una persistencia de la dormicion
similar a la MUE ; (%GERM cercana a cero), hasta la semana 15, luego ambos
tratamientos presentan una tasa de crecimiento alta (0,2 para LAVs y 0,23 para LAV,)

llegando a %GERM mayores al 20%.

La diferencia en el periodo de dormicion puede deberse a que se trate de semillas de

diferentes poblaciones o cosechadas en diferentes estados de maduracion.

En este primer experimento se observdO que para ambas muestras de semillas, la
dormicion persistié hasta alrededor de la semana 18, donde el porcentaje de germinacion

se ha mantenido en valores cercanos a cero, mientras que Valverde et al. (2000) observo
32



que la persistencia de la dormicion es de hasta 2 meses y, por otra parte, Bazzigalupi y
Picapietra (2015) mencionan que la respuesta al tratamiento con agua caliente mas luz

resulta en un incremento significativo de la germinacion a los 7 meses de la cosecha.

Experimento 2. Parte I.

La interaccion triple ESC*LAV*KNO entre los factores evaluados, no fue significativa (P-
value=0,2848). En el caso de las interacciones dobles, el analisis tampoco arrojo
resultados significativos. En el caso de la interaccion KNO* ESC el valor p=0,3630, para
KNO*LAV, el valor p fue 0,9741 y en el caso de la interaccion ESC *LAV el valor p resulto
en 0,4254. EI KNO resulté tener un efecto significativo sobre el porcentaje de
germinaciéon. En la comparacion de medias se observé que él %GERM de las semillas

KNO . fue superior a KNO ¢ (Tabla 1).

Tabla 1. Porcentajes de germinacion (%GERM) de semilla de origen 2 (MUE ;) en

respuesta al tratamiento con KNO3 (KNO ;) destinados a superar la dormicién

Factor Tratamiento Media Significancia
KNO3 Con 27,92 A
Sin 14,17 B

En el caso del ESC y el LAV no se observa diferencia significativa respecto a los %GERM
obtenidos en las cajas sin tratamiento (P-value=0,3688 y P-value=0,6494
respectivamente). No fue posible alcanzar los resultados obtenidos en experiencias
preliminares (datos no publicados), tal vez debido a que la persistencia de la dormicién no
es igual en todas las poblaciones de la especie, en donde ademas puede influir el

momento de la cosecha.
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Experimento 2. Parte Il

El modelo no cumplié con los supuestos de Normalidad y Homogeneidad de la varianza
mediante el andlisis de modelos mixtos. El analisis de varianzas no paramétricas a través
de la prueba de Kruskal-Wallis permitié constatar el efecto significativo de al menos uno
de los tratamientos (P-value=0,0219). Por lo tanto se rechaza la hipétesis que establece
que la mediana del %GERM es el mismo para todos los tratamientos. Al menos una de
las combinaciones resultantes entre los factores KNO e INM se comporta de manera

diferente.

El andlisis de comparaciones multiples mostré que existen diferencias significativas para

uno de los factores empleados (Tabla 2).

Tabla 2. Comparaciones Mdltiples de factores para la determinacion de diferencias

significativas entre tratamientos evaluados para superar la dormicion.

KNO3 Inmersion %GERM  Significancia
KNO INM s 3,50 A

KNO INM s 3,50 A

KNO INM ¢ 9,0 B

KNO INM ¢ 10,0 B

Las semillas INM ¢ presentaron un %GERM promedio significativamente diferente de las
INM s. En el caso del KNO, resulta estadisticamente similar para las que fueron tratadas
frente a las no tratadas. Es decir que INM ¢ produce incrementos significativos en él

%GERM, independientemente de KNO .. En este caso, se puede apreciar una mejora

34



significativa en la germinacion de Echinochloa colona como producto de la inmersion

previa de semillas.

Transcurrido el periodo de almacenamiento, la respuesta al escarificado tuvo un efecto
positivo como Marinori (2013) lo demostr6 al extraer las glumelas en otra especie
graminea (Setaria magna). Por otra parte, la inmersion y el lavado con agua no ha tenido
respuestas congruentes; mientras que Vega-Jarquin et al. (2010) no han hallado
respuesta al lavado con agua caliente, Bazzigalupi y Picapietra (2015) obtuvieron
respuestas similares a los resultados de este experimento. Finalmente, como lo indicara
Willan (1991), Mérola y Diaz (2012) y Huarte y Benech-Arnold (2013), el nitrato de potasio
tiene un efecto muy importante en la germinacion de semillas; a su vez, Valverde et al.

(2000) menciona el efecto positivo de este tratamiento en semillas de E. colona.

Experimento 3.

Los tratamientos con giberelinas, como mencionan Finch-Savage y Leubner-Metzger
(2006), han sido ampliamente estudiados; tanto en diferentes especies como a distintos
estados de desarrollo y a distintos niveles de observacion. Por su parte, Bazzigalupi et al.
(2013) obtuvieron dicho efecto inductor (y acelerador) de la germinacién en semillas de

coriandro sometidas a priming con giberelinas.

En este experimento, se volvieron a utilizar ambos niveles de la muestra (MUE ; y MUE ,)

para el analisis.

La interaccion triple no fue significativa (P-value=0,2898). En el caso de las interacciones
dobles, la interaccion MUE*MTO revela una diferencia significativa respecto a las demas
(P-value= 0,0046 en el caso de MUE*MTO, 0,3233 para MUE*GIB y 0,6905 en

GIB*MTO).
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En concordancia con el experimento 1, aqui también se observa que hay un alto
porcentaje de dormicién en la MUE 1 y es aqui donde hay una respuesta a la GIB
incrementando los %GERM a partir del dia 18 luego de la siembra. En el caso de la MUE
2 el uso de la GIB no produjo un efecto significativo sobre €l %GERM a lo largo de todo el

periodo estudiado (Figura 4).

El factor GIB resultdé no significativo (P-value=0,1494), es decir que la aplicacion de GIB
no produce un aumento significativo en el conjunto total de datos, obtenidos de ambas
muestras. Esta apreciacion no tuvo el resultado favorable que Finch-Savage y Leubner-
Metzger, (2006) observaron para una dormicion fisica leve, al igual que Bazzigalupi et al.

(2013) observaron en coriandro.
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Figura 4. Porcentajes de germinacion (%GERM) de E. colona en funcion a los dias
transcurridos desde la siembra (DDS), para cada muestra (MUE ; y MUE ), segun

tratamiento con y sin giberelinas (GIB ¢y GIB s, respectivamente).
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CONCLUSIONES

Para las dos poblaciones evaluadas en este trabajo, la dormicidn fisiologica de las
semillas persiste mas alla de las 33 semanas. Luego de este periodo de almacenamiento
en condiciones controladas, las semillas responden parcialmente a los tratamientos

especificos: nitrato de potasio, escarificado e inmersion.

La persistencia de la dormicion no se manifiesta de la misma manera en ambas muestras

de la misma especie.

Para un mejor conocimiento de las estrategias de supervivencia de la especie sera
necesario estudiar, por una parte, el comportamiento germinativo de semillas producidas
en una mayor variedad de condiciones ambiente y manejo y, por otra parte, el de semillas

obtenidas con diferentes grados de madurez.
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