Universidad Nacional de Lomas De Zamora

Facultad de Ciencias Agrarias

Trabajo Final de Grado

“Germinacion de Panicum virgatum L. y Chloris gayana Kunth en
condiciones de salinidad y alcalinidad y efectos del priming de las
semillas sobre la germinacion y crecimiento de plantulas de Panicum
virgatum L.”

Autora: Gago, Ayelén Manuela
Directora: Garcia, Maria Dina
Co-directora: Pesqueira, Julieta

2017




INDICE GENERAL
CAIALUIAL. . .t I
3o TN T=Y Y= - | P I
1Yo [1o=Yo [ 1o U =Y TP v
3o TeT=No [N =Y o LT Vil
1 R SUMIEN . e 1
P2 [ a1 (o To (¥ Te7 o3 o] o F TP P PP 4
3. O tIVOS. .t 15
A, HIPO SIS . . et e 16
5. MaterialesS Y MEIOUOS. ... ... 17
5. 1. Material Vegetal. ... s 17
Co TR € 1= 3 o 11 F= Vo o T o 1 17
5. 3. Soluciones salino/alcalinas de germinacion y crecimiento..............cooveveviieienennn.n. 18

5. 4. Experimento 1. Efectos de la salinidad y alcalinidad sobre la germinacion de semillas
de C. gayana y P. VIFQatUM. . ...ttt et es 19
5. 5. Experimento 2. Efecto del pre-tratamiento en agua y diferentes soluciones de KClI

sobre la germinacién y crecimiento inicial de P. virgatum bajo condiciones de salinidad y

AICANNIAAG. ... e 19
5. 5. 1. Pre-tratamiento y germinacion de las semillas...............c.cccoiiiiiiiiiiinnnnn, 19
5.5. 2. Crecimiento de l[as plantulas..............cooooiiiiiiii e 20

Gago, Ayelén Manuela



5. 5. 2. 1. Determinacion del contenido relativo de agua (CRA)...........cccccueeeen. 21
5. 5. 2 .2. Estimacion de la estabilidad de las membranas celulares.................... 22
5. 5. 2. 3. Determinacién del contenidode Na*y K*. ..., 22
5. 5. 2. 4. Determinacion del contenido de malondialdehio foliar................cc......... 23

5. 6. Experimento 3. Efecto del pre-tratamiento en agua y diferentes soluciones de

reguladores del crecimiento vegetal sobre la germinacién de semillas de P. virgatum bajo

condiciones de salinidad y alcalinidad.................coiiii i 24
5. 7. ANaAlisis estadistiCO........coiiiiii i 25
B. RESURATOS. ... 26

6. 1. Experimento 1. Efectos de la salinidad y la alcalinidad sobre la germinacion de

semillas de C. gayana y P. VIrQatUM.........ouiuiuiniiii e e eaeeees 26

6. 2. Experimento 2. Efecto del pre-tratamiento en agua y diferentes soluciones de KCI
sobre la germinacién y crecimiento inicial de P. virgatum bajo estrés salino y

= {[oF= 1] [o T 32
B. 2. L. GeIMINACION. .ottt e e e e 32

6. 2. 2. CRA, crecimiento y estabilidad de las membranas celulares de las

PIANTUIAS. .. 35

Gago, Ayelén Manuela



6. 3. Experimento 3. Efecto del pre-tratamiento en agua y diferentes soluciones de

reguladores del crecimiento vegetal sobre la germinacion de semillas de P. virgatum bajo

eStrés SaliNnO Y AlCAIINO. ... ..o 46
7 DISCUSION. et e 56
8. CONCIUSIONES. ...t e 70
9. CoNsSIderaciones fiNAIES. .........u i 73
10, BIblOGrafia. .. ... e 75

INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Germinacién acumulada expresada como porcentaje de la germinacién en agua (GR),
de semillas de C. gayana y P. virgatum incubadas en soluciones con diferentes niveles salinidad
y pH. Barras = error estandar de la media. Letras distintas indican diferencia significativa segin

Bl TESTLSD ([ S 0,00 . .ttt ettt e e e 27

Figura 2. Efectos de diferentes niveles de sales de Na* y pH sobre el tiempo al 50 % de
germinacion (Tso) de semillas de C. gayana y P. virgatum. Barras = error estandar de la media.

Letras distintas indican diferencia significativa segin el test LSD (p £ 0,05)..........cccovviiennnnn. 28

Figura 3. Efectos de diferentes niveles de salinidad y pH sobre la evolucion diaria de la
germinacion (G), expresada como porcentaje de la germinacion en agua, de semillas de C.
gayana Yy P. virgatum. DDS = dias después de la siembra. Barras = error estdndar de la
(0T [T VT et 29
Figura 4. Efectos de diferentes niveles de sales de Na* y pH sobre la velocidad de germinacion

(VG) de semillas de C. gayana y P. virgatum. Barras = error estandar de la media................ 30

Gago, Ayelén Manuela



Figura 5. Efectos de diferentes niveles de salinidad y pH sobre la germinacién acumulada (G)
de semillas de P. virgatum. Barras = error estandar de la media. Letras distintas indican

diferencia significativa segin el test LSD (P £ 10,05).....uiuiiiiiii e 33

Figura 6. Efectos del pre-tratamiento con soluciones de KCI y la incubacién en soluciones con
diferentes niveles de salinidad y pH sobre el tiempo al 50% de la germinacion (Tso) de semillas

de P. virgatum. Barras = error estdndar de lamedia...............coooiiiiiiiiiii i 33

Figura 7. Efectos del pre-tratamiento con soluciones de KCI y la incubacion en soluciones con
diferentes niveles de salinidad y pH sobre la velocidad de germinacion (VG) de semillas de P.
virgatum. Barras = error estandar de la media. Letras distintas indican diferencia significativa

SegUN el teSt LSD (P S 0,00 .. e 35

Figura 8. Efectos de diferentes niveles de salinidad y pH de la soluciéon de cultivo sobre el
contenido relativo de agua (CRA) en plantulas de P. virgatum. Barras = error estandar de la

media. Letras distintas indican diferencia significativa segun el test LSD (p <0,05)................ 36

Figura 9. Efectos del pre-tratamiento con soluciones de KCI y la incubacién en soluciones con
diferentes niveles de salinidad y pH sobre el peso seco del vastago (PSv) y la raiz (PSr) de

plantulas de P. virgatum. Barras = error estandardelamedia...............c..ooooiiiiiiiiiiin, 38

Figura 10. Efectos de diferentes niveles de salinidad y pH sobre el porcentaje de pérdida de
electrolitos del vastago (PPEv) y de la raiz (PPEr) de plantulas de P. virgatum. Barras = error

estandar de la media. Letras distintas indican diferencia significativa segun el test LSD (p <

Figura 11. Efectos del pre-tratamiento con soluciones de KCI y la incubacion en soluciones con

diferentes niveles de salinidad y pH sobre el contenido de Na* del vastago y de la raiz de

Gago, Ayelén Manuela



\

plantulas de P. virgatum. Barras = error estandar de la media. Letras distintas indican diferencia

significativa seguin el teSt LSD (P £ 0,05). ... . ueuiuiiiiiiieie e 42

Figura 12. Efectos del pre-tratamiento con soluciones de KCI y la incubacién en soluciones con
diferentes niveles de salinidad y pH sobre el contenido de K* del vastago y de la raiz de

plantulas de P. virgatum. Barras = error estandar de lamedia..................coooiiiiiiiiinn 43

Figura 13. Efectos del pre-tratamiento con soluciones de KCI y la incubacion en soluciones con
diferentes niveles de ssalinidad y pH sobre la relacién K*/ Na* del vastago y de la raiz de

plantulas de P. virgatum. Barras = error estAndarde lamedia....................coo 45

Figura 14. Efectos de diferentes pre-tratamientos: sin pre-tratamiento (C); agua (A), soluciones
de acido giberélico (AGs, mM) 0,15; 0,3; 0,6 y 1,2 mM; acido salicilico (AS, mM) 0,1; 0,5y 1y
cinetina (CIN, mM) 0,25 y 0,5 sobre la germinacion acumulada (G) de semillas de P. virgatum
incubadas en 50mM-pH9,3. Barras = error estandar de la media. Letras distintas indican

diferencia significativa segln el test LSD (P S 0,05).....iiiriiiiiii e, 48

Figura 15. Plantulas anormales de P. virgatum incubadas en 50mM-pH9,3.......................... 48

Figura 16. Efectos de diferentes pre-tratamientos: sin pre-tratamiento (C); agua (A), soluciones
de &cido giberélico (AGs, mM) 0,15; 0,3; 0,6 y 1,2 mM; &acido salicilico (AS, mM) 0,1; 0.5y 1y
cinetina (CIN, mM) 0,25 y 0,5 sobre el tiempo al 50% de germinacion (Tso) de semillas de P.
virgatum incubadas en agua; 25mM-pH6,4; 25mM-pH9,3; 50mM-pH9,3 y 100mM-pH®6,4. Barras

= error estandar de la media. Letras distintas indican diferencia significativa segun el test LSD

Figura 17. Efectos de diferentes pre-tratamientos: sin pre-tratamiento (C); agua (A), soluciones

de acido giberélico (AGs, mM) 0,15; 0,3; 0,6 y 1,2 mM; acido salicilico (AS, mM) 0,1; 0,5y 1y

cinetina (CIN, mM) 0,25 y 0,5 sobre el tiempo al 50% de germinacion (Tsg) de semillas de P.

Gago, Ayelén Manuela



VI

virgatum incubadas en agua; 25mM-pH6,4; 25mM-pH9,3; 50mM-pH6,4 y 50mM-pH9,3. Barras

= error estdndar de la media. Letras distintas indican diferencia significativa segun el test LSD (p

INDICE DE TABLAS

Tabla I. Caracterizacion de diferentes tipos de suelos afectados por salinidad y alcalinidad

segun nivel de severidad (promedio para 1 m de profundidad del suelo) (adaptado de Wicke et

Tabla Il. Composicion de las soluciones de incubacion y crecimiento..............c.coeeeeienenenn... 18
Tabla Ill. Valores p del analisis de varianza (ANVA) de la germinacién acumulada, expresada
como porcentaje de la germinacion en agua (GR), del tiempo al 50 % de la germinacién (Tso) Y

de la velocidad de germinacion (VG) para las relaciones 1:1 y 9:1 de sales de Na* neutras (25 y

Tabla IV. Efecto de la concentracién de sales de Na*, el pH, la especie y sus respectivas
interacciones sobre la velocidad de germinacion (VG) de semillas de C. gayana y P. virgatum.
Letras distintas en la columna indican diferencia significativa segun el test LSD (p < 0,05)...... 31
Tabla V. Efecto del pre-tratamiento, la solucidn de incubacién y su interaccion sobre el tiempo al
50% de la germinacion (Tso) de semillas de P. virgatum. Letras distintas en la columna indican
diferencia significativa seguin el test LSD (P < 0,05).....uiuiniiiiiii e 34
Tabla VI. Efecto del pre-tratamiento, la soluciéon de incubacién y su interaccién sobre el peso
seco del vastago (PSv) y de la raiz (PSr) de plantulas de P. virgatum. Letras distintas en la

columna indican diferencia significativa segun el test LSD (p £ 0,05)........ccoiviiiiiiiiiiiiinnenen 37

Gago, Ayelén Manuela



Vil

Tabla VII. Efecto del pre-tratamiento, la solucién de incubacion y su interaccion sobre el
contenido de Na*, K* y relacion K*/Na* del vastago y de la raiz de plantulas de P. virgatum.

Letras distintas en la columna significa diferencia significativa segun el test LSD (p < 0,05).....41

Tabla VIII. Andlisis de la varianza (ANVA) del efecto del pre-tratamiento y la incubacion para la

germinacion acumulada (G), tiempo al 50 % de la germinacion (Tso) Y velocidad de germinacion

Tabla IX. Analisis de la varianza (ANVA) del efecto del pre-tratamiento dentro de cada
tratamiento de incubacién para la germinacion acumulada (G), tiempo al 50 % de la

germinacion (Tso) y velocidad de germinacion (VG) dentro de cada nivel de salinidad y pH......47

ABREVIATURAS Y SIMBOLOS
ANVA Anélisis de la varianza
AS Acido salicilico
°C Grado centigrado
CE Conductividad eléctrica
CIC Intercambio cationico total
CIN Cinetina(6-furfurylaminopurine)
CRA Contenido relativo de agua
DFFF Densidad de flujo foténico fotosintético
G Germinacion acumulada

GR Germinaciéon acumulada expresada como porcentaje de la germinacion en agua.

Gago, Ayelén Manuela



g Gramo

GA;z-Acido giberélico

h hora

L Litro

m minuto

MDA Malondialdehido

mg miligramo

ml mililitro

mM miliMolar

PF Peso fresco

PM Peso molecular

PPEr Porcentaje de pérdida de electrolitos de la raiz
PPEv Porcentaje de pérdida de electrolitos del vastago
PS Peso seco

PSI Porcentaje de sodio de intercambio

PSr Peso seco de la raiz

PSv Peso seco del vastago

Pt Peso turgente

s segundo

Tso Tiempo hasta el 50% de germinacion

Gago, Ayelén Manuela



TBA acido tiobarbitdrico
TCA éacido tricloroacético

VG Velocidad de germinacion

Gago, Ayelén Manuela



1. RESUMEN

Los objetivos del presente trabajo fueron: i) Evaluar y comparar pardmetros relacionados a la
germinacion de Panicum virgatum L. cv. Shawnee (Pv) y Chloris gayana Kunth cv. Finecut (Cg)
en condiciones de salinidad y alcalinidad; ii) Evaluar el efecto del osmo-priming de las semillas
con soluciones de KCI sobre la germinacién y crecimiento inicial de plantulas de Pv en
condiciones de salinidad y alcalinidad; ii) Evaluar el efecto del priming con reguladores del
crecimiento vegetal sobre la germinacién de semillas de Pv en condiciones de salinidad y

alcalinidad.

Para cumplir con el primer objetivo, semillas de Pv y Cg se incubaron en agua o en soluciones
de 2 concentraciones de sales de Na* (25 y 100 mM) y 3 pHs (6,4; 9,3 y 10). Los tratamientos
consistieron en la combinacion de sales de Na* neutras (NaCl y SO4Na) y alcalinas (NaHCO3 y
Na.COs3) en proporciones 9:1 (pHs 6,4 y 9,3, respectivamente) y 1:1 (pHs 6,4 y 10,
respectivamente). Los tratamientos resultantes fueron: 25mM-pH6,4 (control); 25mM-pH9,3;
25mM-pH10; 100mM-pH6,4; 100mM-pH9,3 y 100mM-pH10. Diariamente se registraron las
semillas germinadas y a los 28 dias se calcul6 la germinacion acumulada, el tiempo al 50 % de
la germinacion (Tso) y la velocidad de germinacion (VG). La germinacién acumulada se expreso
como porcentaje de la germinacién en agua (GR). Con el fin de cumplir el segundo objetivo,
semillas de Pv se pre-trataron en agua (hidro-priming) o en soluciones de KCI (0,1; 0,3; 0,45 M)
y luego se incubaron en agua (control de incubacién) o en soluciones de 2 concentraciones de
sales de Na® (25 y 100 mM) neutras y alcalinas en proporcion 9:1 (pH 6,4 y 9,3,
respectivamente). Los tratamientos resultantes fueron: agua (control de incubacién); 25mM-
pH6,4; 25mM-pH9,3; 100mM-pH6,4 y 100mM-pH9,3. A medida que germinaban, las semillas se
transferian a una solucién nutritiva completa con el mismo tratamiento salino/alcalino del

periodo de germinacion. A los 13 dias desde la siembra se cosecharon las plantulas y se
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determinaron el contenido relativo de agua (CRA), el peso seco del vastago (PSv) y la raiz
(PSr), el porcentaje de pérdida de electrolitos del vastago (PPEv) y la raiz (PPEr), y los
contenidos de K*y Na* del vastago y la raiz. Para cumplir el tercer objetivo, semillas de Pv se
pre-trataron en agua o en soluciones de diferentes concentraciones de acido giberélico (GAs),
acido salicilico (AS) y cinetina (CIN) y luego se incubaron en agua o en soluciones de 3
concentraciones de sales de Na* (25, 50 y 100 mM) neutras y alcalinas en proporcién 9:1 (pH
6,4 y 9,3 respectivamente). Los tratamientos resultantes fueron agua (control); 25mM-pH6,4;
25mM-pH9,3; 50mM-6,4; 50mM-pH9,3; 100mM-pH6,4 y 100mM-pH9,3. En ambos casos
diariamente se registraron las semillas germinadas y a los 18 dias se calculé la G, el Tso y la

VG. El tratamiento control para el priming consistié en semillas sin pre-tratar.

A partir de la comparacién de la germinacion de Cg y Pv, se observé que las semillas de
ambas especies incubadas en 25mM-pH6,4; 25mM-pH9,3; 25mM-pH10 y 100mM-pH6,4
presentaron valores de GR iguales o superiores al 90 %. En cambio, la combinaciéon de 100 mM
de sales de Na* y pH alcalino (pH = 9,3/10) redujo drasticamente la GR de ambas especies. Cg
presentd mayor GR, VG y menor Tso que Pv en condiciones de salinidad moderada y alcalinidad
(100mM-pH9,3). A partir de semillas de Pv sometidas a pre-tratamientos de hidro y osmo-
priming e incubadas en soluciones con diferentes niveles de salinidad y pH se observé que la
combinacién de 100 mM de sales de Na* y pH neutro redujo la G en menos de un 10 % pero
indujo una reduccién de la VG del 30 % y un incremento del Tso de méas del 60 % en relacién al
control. El aumento del pH en presencia de 25 mM de sales de Na* indujo un incremento
menor del Tso (10%), que el inducido por el incremento de la salinidad de 25 a 100 mM en
presencia de pH neutro (50 %). El pre-tratamiento de las semillas con KCI mejor6 el Tso y la VG
respecto de las semillas sin pre-tratar, sin embargo ninguno superé al efecto del hidro-priming.

El CRA de las plantulas de Pv se mantuvo relativamente estable frente a las condiciones del
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medio de incubacion, solo la salinidad moderada lo redujo en menos de un 6 %. El PSr fue més
sensible a las condiciones del medio de incubacion que el PSv. La incubacién en 25mM-pH9,3
afectd sélo el PSr. La incubacion en 100mM-pH6,4 indujo una reduccion moderada del PSv
(25,79 %) y severa del PSr (49,30 %). El osmo-priming increment6 el PSv y el PSr de las
plantulas en relacion al control. El aumento de la salinidad (de 25 a 100 mM) indujo incrementos
mas marcados del PPEr, PPEv y del contenido de Na* del vastago que el incremento del pH.
En cambio, ambos factores indujeron incrementos similares del contenido de Na*de la raiz. El
incremento del pH indujo una disminucién mas marcada de los contenidos de K* del vastago y
la raiz que el incremento de la salinidad. EI osmo-priming de las semillas en KCI 0,45 M indujo
las mayores reducciones en el contenido de Na* del vastago, tanto en condiciones de salinidad
moderada como pH elevado. El priming de semillas de Pv con reguladores del crecimiento
vegetal no mejord la VG y el Tso respecto de las semillas pre-tratadas en agua cuando la
concentracion salina del medio de incubacion era <25 mM, independientemente del pH. En
cambio, en las semillas incubadas en 50 mM-pH6,4, el pre-tratamiento con GAs-1,2 increment6
la VG respecto del control. El pre-tratamiento con AS-0,1 y AS-0,5 redujo el Tsode las semillas
incubadas en 100mM-pH6,4 respecto del control y del hidro-priming. El hidro-priming redujo la
G vy la VG e incrementd el Tso de las semillas incubadas en 50mM-pH9,3 respecto de las
semillas sin pre-tratar. Ninguna de las concentraciones de CIN mejord los pardmetros
evaluados.

Conclusiones: i) Cg posee mayor tolerancia a niveles altos de estrés salino/alcalino (sal 100 mM
y pH 9,3 6 10) en el estadio de germinacion que Pv; ii) El incremento del pH afecta las
variables relacionadas a la germinacién de Pv en funcién del nivel de salinidad considerado. En
salinidad 25 mM el incremento del pH no afecta la G, el Tso ni la VG. En cambio, el incremento
del pH en presencia de 50 mM de sales de Na*reduce la G, la VG e incremento el Tso, ¥ en

presencia de 100 mM inhibe la G; iii) EI osmo-priming induce el incremento del PSr en relacion
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al control (sin priming); iv) El osmo-priming de las semillas con KCI 0,45 M induce la menor
acumulacién de Na* en el vastago de las plantulas cultivadas en 25mM-pH9,3; vi) El pre-
tratamiento con AS-0,1 y AS-0,5 reduce el Tso semillas incubadas en 100mM-pH6,4 en relacion

al control y al hidro-priming.

Palabras claves: forrajeras megatérmicas, salinidad, alcalinidad, priming, germinacion,

hidroponia.
2. INTRODUCCION

La FAO/UNESCO estima que la superficie global afectada por salinidad y alcalinidad supera las
900 millones de hectareas (Wicke et al., 2011). Esta superficie aumenta a una tasa del orden de
0,25 a 0,50 millones de hectareas por afio (Sanchez et. al., 2015), principalmente debido al
incremento de la frecuencia de eventos climaticos extremos (sequias, inundaciones) y la

expansion de la agricultura de regadio (Sanchez et al., 2009).

Argentina se ubica entre los tres paises con mayor superficie de suelos afectados por salinidad
en el mundo, detras de Rusia y Australia (Puchull, 2008). Sélo en la provincia de Buenos Aires,
7 millones de ha (24 % de la superficie total) estdn ocupadas por suelos con problemas de
hidro-halomorfismo (Miaczynski, 1995). Natracualfes y Natracuoles son los perfiles mas
representativos (Wicke et al., 2011), los cuales a nivel provincial totalizan un &rea de més de 4,7
millones de ha (aproximadamente un 16 % de la superficie total). Estos suelos poseen
tipicamente un horizonte arcilloso, baja permeabilidad y alto contenido de sales soddicas
(Miaczynski, 1995). Las condiciones mencionadas generan un ambiente edéafico desfavorable
para la germinacion y crecimiento de la mayoria de las plantas.

La formacion de suelos salinos requiere la existencia de una fuente de sales solubles y de un

balance en donde los procesos de acumulacion prevalezcan, periddica o permanentemente,
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sobre los de lavado. La salinizacion afecta principalmente zonas aridas y semiaridas, donde las
precipitaciones no son suficientes para lavar las sales fuera de la zona de exploracion radicular,
y donde la elevada evapotranspiracion tiende a concentrar las sales en las capas mas
superficiales. En zonas humedas y subhimedas se dan procesos de salinizacién y acumulacion
de sodio debido a la combinacién de factores de diferente naturaleza: régimen hidrico e
inundaciones, geomorfologia, dindmica freatica y propiedades intrinsecas de los materiales
tales como granulometria, porosidad, permeabilidad y conductividad hidraulica. Tal es el caso

de la Pampa Deprimida y de la Pampa Arenosa (Casas, 2013; Imbellone et al., 2010).

Durante el ultimo tercio del siglo XX se produjo un desplazamiento de las isoyetas de 500 y 750
mm hacia el oeste de la regién pampeana (Sierra et al., 1994). Esta variacién climética provoco,
por un lado, el avance de la frontera agricola hacia zonas tipicamente mixtas o ganaderas,
impulsado aun mas por los precios de los commodities agricolas de esos afios, y por el otro, el
aumento de la frecuencia de inundaciones y el ascenso del nivel freatico en las zonas bajas, de
pendiente exigua y drenaje deficiente. A su vez, el ascenso de la capa freética con aguas con
altos contenidos de sales y sodio intensific6 aln mas los procesos de salinizacién y
alcalinizacion. En la provincia de Buenos Aires, mas de tres millones de hectareas se

encuentran afectadas por este proceso (Casas, 2013).

Por todo lo mencionado anteriormente, la actividad ganadera de la region quedé desplazada en

Su mayor parte a ambientes alin mas restrictivos desde el punto de vista edéfico.

Los suelos salinos se caracterizan por poseer una elevada concentracion de sales solubles. Los
iones mas comUnmente encontrados son el ClI" y los sulfatos de Na*, Ca?* y Mg*. La
sodificacién o alcalinizacion ocurre cuando en la solucién del suelo existe una concentracion
elevada de sales sddicas de tipo carbonato y bicarbonato de Na* (Etchevehere, 1976). Las

arcillas saturadas de cationes Na*, en presencia de agua de lluvia y COdisuelto, se hidrolizan
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liberando iones Na* y OH" a la solucién edafica, lo cual incrementa el pH a valores superiores a

ocho.

La salinidad de la solucion del suelo se cuantifica en términos de conductividad eléctrica o de
potencial osmotico. Cuanto més alta es la concentracion salina, mayor es la conductividad
eléctrica y menor el potencial osmético. El limite inferior de salinidad en los suelos se establece
convencionalmente en una conductividad eléctrica del extracto de saturacion de 4 dS m? (a 25

oC).

El porcentaje de sodio intercambiable (PSI) (se define como la cantidad de sodio adsorbido por
las particulas del suelo, expresado en porcentaje de CIC (capacidad de intercambio catiénico).
PSI = Na* intercambiable (meg/ 100g de suelo) / CIC (meqg/ 100g de suelo), y es un parametro
comunmente usado para estimar la concentracion de Na* de un suelo. El hecho de que un
suelo sea sodico (PSI = 15) no implica necesariamente que sea alcalino. El criterio
generalmente aceptado para definir a un suelo alcalino es que posea un pH mayor a 8,5. Por
otro lado, el pH no es un criterio diagnostico de sodicidad porque existen suelos sodicos con pH

menor que 8,5 (Guerrero-Alves et al., 2009).

Si bien existen diversas clasificaciones de los suelos afectados por sales, cominmente se
acepta la siguiente clasificacion, sobre la base de los valores obtenidos del extracto de la pasta
de suelo saturado (CEs) : i) suelo salino, PSI < 15, CEs > 4 dS m™, pH < 8,2 sin carbonatos en el
extracto de la pasta del suelo saturado , y ii) suelo alcalino, PSI = 15, CEs variable,
frecuentemente < 4 dS m? , pH 2 8,2 con presencia de bicarbonato y carbonato de Na* en el
extracto de la pasta del suelo saturado (Villafafie, 2000). Ademas, la salinidad y la alcalinidad o
sodicidad pueden afectar a los suelos en diversas combinaciones y niveles de severidad (Wicke

et al., 2011) (Tabla I).
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Tabla I. Caracterizacion de diferentes tipos de suelos afectados por salinidad y alcalinidad

segun nivel de severidad (promedio para 1 m de profundidad del suelo) (adaptado de Wicke et

al., 2011).
Tipo de suelo _ Nivel de severidad
: Indicador
salino Leve Moderado Alto Extremo
PSI (%) 15-20 20-30 30-40 > 40
Saodico
CEs (dSm™) <4 <4 <4 <4
_ PSI (%) <15 <15 <15 <15
Salino
CEs (dSm™) 2-4 4-8 8-16 > 16
() 15-20/ >2 20- >2
e 15-20/4-g | 12720/4-16 20530(/)/16 255 38 jg; >12
Salino-sodico 30-40/4-8
CEs (dSm™) 30-40/8-16 40-50/4-8 40-50/ >8
>50/ >4

Los efectos mas significativos y ampliamente estudiados de la salinidad sobre las plantas han
sido el estrés osmotico, el desequilibrio i6nico, particularmente en los iones K* y Ca?, y la
toxicidad directa de los iones sobre los procesos metabdlicos (Zhu, 2001; Tester y Davenport,
2003; Munns y Tester, 2008). En gran parte de las especies vegetales la concentracion de Na*
alcanza niveles toxicos antes que la de CI, por lo que a continuacion se expondran los efectos

de la acumulacion de Na*.

La elevada concentracion de sales en la solucion del suelo genera en la planta tanto un estrés
osmotico como idénico. El estrés osmético produce una reduccion rapida y transitoria del
crecimiento aéreo y radicular, seguida de un periodo mas lento de recuperacion. Este efecto no
parece dependiente de la concentracion de Na* en el tejido, sino mas bien de una respuesta a
la osmolaridad de la solucion externa (Munns, 2002). En cambio, los dafios especificos del Na*

se asocian con la acumulacion de este i6n en tejidos adultos y resultan en necrosis de las hojas
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viejas. La reduccion de la velocidad de crecimiento junto con el aumento en la velocidad de
necrosis de tejidos adultos llevan a una merma de los niveles de fotosintesis neta (Munns 1993,
2002). Los dafios especificos por Na* muestran mayor variacién entre especies que los efectos
osmoticos (Munns, 2002), los cuales pueden identificarse en varios niveles (para revisiones ver
Munns, 2002; Tester y Davenport, 2003; Munns y Tester, 2008). Procesos esenciales tales
como la sintesis de proteinas, la fotosintesis y el metabolismo de produccion de energia y de
lipidos se ven afectados. La fotosintesis disminuye por la reduccion de la conductividad
estomadtica, la concentracion interna de CO», la sintesis de clorofila y la actividad de la ribulosa
1,5 bifosfato y de la fosfoenolpiruvato-carboxilasa (Wani et al., 2013). Las plantas que crecen en
suelos salinos muestran mayor resistencia hidraulica de los vasos xilematicos en relacién a las
que crecen en suelos no salinos (Ortega et al., 2006). Ademas, se produce un desbalance
nutricional ya que la salinidad afecta la disponibilidad, la absorcién y el transporte de los
nutrientes esenciales (Greenway y Munns, 1980; Hasegawa et al., 2000; Munns, 2002; Parida y
Das, 2005). Una respuesta comun a diversos factores de estrés ambiental es la acumulacion de
especies reactivas de oxigeno tales como el anién superéxido (O2), oxigeno singlete (02",
peroxido de hidrogeno (H20), y radical hidroxilo (HO") que pueden causar dafio oxidativo al
reaccionar con moléculas de proteina, acido desoxirribonucleico (ADN) y lipidos (Azevedo Neto
et al., 2006; Singh et al., 2007, entre otros), lo cual induce dafio a las membranas celulares
(pérdida de integridad de las mismas y, como consecuencia, incremento de la permeabilidad)
(Blokhina et al., 2003). El estrés osmoético también se ha visto asociado con la acumulacion de
azucares solubles, lo que se considera, en forma general, como una respuesta adaptativa (para
una revision ver Couée et al., 2006; Sandhya et al., 2010). También los solutos compatibles
(una variedad de compuestos organicos, tales como azucares, poliaminas, betainas,
compuestos de amonio cuaternario, alcoholes polihidricos, prolina y otros aminoacidos)

aumentan en respuesta al estrés hidrico y salino, y parecen tener una funcién protectora (Ashraf
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y Harris, 2004; Yoshiba et al., 1997). Esta se ha relacionado con la modulacion de las
relaciones hidricas (Nawaz y Ashraf, 2007) o la eliminacion de las especies reactivas de

oxigeno (Mansour, 2000; Sandhya et al., 2010; Zhu, 2001, entre otros).

La salinizacion y alcalinizacion comunmente ocurren en forma conjunta en la naturaleza, en
cuyo caso, a los efectos antes mencionados se afiaden los derivados de un pH elevado. Los
estudios sobre los efectos de la alcalinidad son limitados, en parte por la dificultad practica que
representa mantener valores altos de pH en el medio en contacto con las raices (Singh et al.,
2002). Sin embargo, en los ultimos afios se incrementaron los estudios sobre los efectos de la

alcalinidad sobre la germinacion y el crecimiento de las plantas.

Estos estudios han mostrado que un pH elevado produce la precipitacién de iones metalicos
(Zn?* y Fe?*) de la solucién edéfica, alteraciones de la absorcién/remocién de iones inorganicos
tales como Na*, K*, CI, Ca*?> NOs y H.POy, perturbacion del balance iénico y la homeostasis
celular, la alteracién del transporte de electrones, la fotosintesis, el intercambio gaseoso vy el
contenido de pigmentos (Li et al., 2010; Islam et al., 2011; Wang et al., 2011; Rouphael et al.
2010; Yang et al., 2008) Bajo condiciones de alcalinidad, el contenido de aniones inorganicos
decrece, por lo que se torna importante el rol de los acidos organicos (principalmente malato y
citrato) en el mantenimiento del equilibrio i6nico (Gao et al., 2014; Wang et al., 2011; Javid et
al., 2011). Por otro lado, en suelos alcalinos grandes cantidades de acido abscisico (ABA) se
pierden en la rizésfera. El ABA es un acido débil que penetra facilmente a través de la
membrana en su forma protonada pero no asi en su forma anionica. En condiciones de
alcalinidad, el ABA predomina en su forma anionica, por lo que tiende a acumularse en el
compartimiento mas alcalino, en este caso, la solucién del suelo, en consecuencia las plantas
se vuelven deficientes en esta hormona y mas susceptibles a las condiciones de estrés (Sauter

et al., 2001; Degenhardt et al., 2000).
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Semillas de Lathyrus quinquenervius incubadas en salinidad/alcalinidad moderada recobraron la
germinacion tras ser transferidas a incubacién en agua, mientras que semillas inicialmente
incubadas en alcalinidad elevada no logran germinar ain luego de ser incubadas en agua. El
pH elevado probablemente descompone la estructura de las semillas generando su muerte

(Zhang y Chun-Sheng, 2009).

En plantas de diferentes lineas de poroto niveles crecientes de Na,COs en la solucion de cultivo
redujeron la biosintesis de las clorofilas a y b y aumentaron la pérdida de electrolitos (Radi et
al., 2012). La reduccion de la biosintesis de clorofila puede deberse a una reduccién en la

absorcion y translocacién del Fe?* (Miller et al., 1984).

Numerosos autores observaron que las sales alcalinas producen un efecto mas perjudicial que
las sales neutras sobre la germinacion y el crecimiento de plantas de especies tales como
alfalfa (Li et al., 2010a; Peng et al., 2008), trigo (Guo et al., 2010; Yang et al., 2008), Setaria
viridis (Guo et al., 2011), arroz (Wang et al., 2011), Vicia faba L. (Radi et al., 2012), P. virgatum
(Liu, 2014; Markan et al., 2013), Chloris virgata (Li et al., 2009), Spartina alterniflora (Li et al.,
2010b), Chloris gayana (Pesqueira et al., 2014), Panicum coloratum (Garcia et al., 2013; Garcia

et al. 2015a), girasol (Liu y Shi, 2010), entre otras.

Las condiciones edéficas descriptas plantean la necesidad de proponer y evaluar distintas
alternativas de manejo que mejoren la germinacion y el crecimiento inicial. Una alternativa para
incrementar la produccion de forraje es la introduccion de especies forrajeras de buena calidad
con potencial para tolerar tales condiciones edéficas, junto con las recomendaciones de manejo
mas adecuadas. Chloris gayana Kunth y Panicum virgatum L. son dos especies gramineas
perennes de produccion primavero-estival adaptadas a una amplia variedad de condiciones

edafo-climaticas, lo que las hace potencialmente Utiles para crecer en el ambiente en cuestion.
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P. virgatum (Switchgrass) es una especie megatérmica haldgama originaria de Estados Unidos
con metabolismo fotosintético C4, la cual se caracteriza por sus bajos requerimientos hidricos,
fitosanitarios y nutricionales (Giannoulis et al.,, 2017). Esta especie muestra una alta
variabilidad intraespecifica en la tolerancia a factores de estrés tales como la salinidad (Liu et
al., 2014; Schmer et al., 2012), la alcalinidad (Liu et al., 2015), las bajas y altas temperaturas
(Hope y McElroy, 1990; Seepaul et al., 2011), el déficit y el exceso hidrico (Liu et al., 2015;
Barney et al., 2009). Ademas de su valor como recurso forrajero, P. virgatum ha sido objeto de
multiples estudios desde la década de 1980 por parte del Departamento de Agricultura de los
Estados Unidos (USDA) por su potencial uso como cultivo bio-energético, dada su elevada
produccién de biomasa (Mitchell et al., 2016; Rinehart, 2006; McLaughliny Kszos, 2005; Chuck
et al. ,2011; Sanderson et al., 2006). Las semillas de P. virgatum poseen dormicién fisica
(impuesta por las cubiertas) y fisioldgica (caracteristica de muchas gramineas megatérmicas)
(Duclos et al., 2013; Haynes et al., 1997; Grabowski et al., 2002; Checovich y Ruiz, 2012), la
cual constituye, junto con la baja habilidad para competir con las malezas (Mitchell et al. ,2016),
la principal limitante para el logro de una implantacidon exitosa. Si bien existen numerosos
tratamientos que permiten superar la dormicién, entre ellos la escarificacion (Haynes et al.,
1997) y la remocidn de cubiertas externas (Duclos et al., 2013), el post-madurado en seco a
temperatura ambiente por periodos variables de tiempo es uno de los métodos mas utilizado
(Finch-Savage y Leubner- Metzger, 2006). Wolf y Fiske (1995) informaron que la dormicién de
P. virgatum se pierde luego del almacenamiento durante 2 a 4 afios en un ambiente calido. Sin
embargo, Checovich y Ruiz (2012) encontraron variabilidad en el tiempo requerido de post-

madurado (desde 30 a mas de 210 dias) para alcanzar los valores maximos de germinacion en

distintos cultivares de P. virgatum recolectados en la regién semiarida central de Argentina. Una
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vez superada dicha etapa, puede persistir alrededor de 10 afios en el lote mediante

propagacion sexual y/o asexual (rizomas) (Liu et al., 2015; Mitchell et al., 2016).

C. gayana (Grama Rhodes) es una especie C4 nativa de Africa, ampliamente difundida en
regiones tropicales y subtropicales de todo el mundo por su adaptabilidad a una gran variedad
de condiciones ambientales, persistencia y produccion de biomasa con valor nutritivo aceptable
(Avila et al., 2012, Pesqueira et al., en prensa). Al igual que P. virgatum, la existencia de una
gran variabilidad genética permite encontrar individuos con tolerancia a la sequia (Ponsens et
al., 2010), salinidad (Taleisnik et al., 1997; Ribotta et al, 2013; Russell, 1976; Deifel et al., 20086,
Otondo et al., 2014), a periodos cortos de anegamiento (Imaz et al., 2012; Imaz et al., 2015),
alcalinidad (Bui, 2013; Pérez et al., 2007; Avaca et al. , 2015 ; Garcia et al, 2015b, Pesqueira et
al., en prensa) y tolerancia moderada a heladas (Jones, 1969; Bogdan, 1969; Lodge et al.,
2010; Pesqueira et al., 2016). La acumulaciéon de Na* en las vacuolas (Deifel et al., 2006) y la
excrecion de iones, principalmente Na*, a través de glandulas foliares (Kobayashi y Masaoka,
2008; Oi et al.,, 2013) son mecanismos involucrados en la tolerancia a la salinidad de esta
especie. Semillas de C. gayana sometidas a un medio salino (hasta 200 mM de NaCl)
conservan la viabilidad y pueden reiniciar la germinacion una vez removido el estrés, al lavarse
las sales por precipitacion, lo cual indica que la germinaciébn no es una limitante para su

implantacién exitosa en una pastura (Taleisnik et al., 1997).

La germinacion y crecimiento inicial son estadios criticos para el establecimiento exitoso del
cultivo, pues es en ese momento cuando se determina el nimero de plantas logradas por
unidad de superficie. La tolerancia a la salinidad varia a lo largo del desarrollo fenolégico, los
estadios iniciales son particularmente sensibles (Bazzigalupi et al., 2008; Martin et al., 2008;
Ochoa, 2011). La presencia de sales en la solucion del suelo afecta negativamente la

germinacion al reducir el agua disponible para la absorcion desde la semilla y/o por el efecto
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téxico de los iones Na* y CI (Khajeh-Hosseini et al., 2003). En suelos alcalinos, el pH elevado
reduce la solubilidad de algunos micronutrientes y por lo tanto disminuye la disponibilidad y
absorcion de los mismos, especialmente el Fe, Mn, Zn, Cu y B. En tales condiciones edéficas,
es frecuente observar un establecimiento pobre del cultivo: germinacién atrasada, asincronica e
incluso inhibida. En un cultivo, la germinacién y la emergencia de las plantulas en forma rapida
y uniforme, permite obtener un conjunto de individuos similares en tamafio y con una
distribucion homogénea que hace mas eficiente el uso de los recursos ambientales
(Aguirrezabal et al., 1996). Una de las principales limitantes del rendimiento en condiciones
climaticas o edaficas deficientes es la falta de sincronizacion en el establecimiento del cultivo

(Mwale et al., 2003).

El priming es un pre-tratamiento que consiste en la imbibicibn en agua o en diferentes
soluciones  durante un tiempo variable que permite la imbibicién y la activacion de los
mecanismos metabdlicos iniciales, pero previene la emergencia de la radicula (Eskandari, 2013;
Varier et al., 2010). El priming influye en la germinacion y en el desarrollo de las plantulas
mediante la modulacion de la actividad metabdlica previa a la emergencia de la radicula (Ashraf
y Foolad, 2005). En general, los resultados muestran un efecto positivo del pre-tratamiento
sobre la germinacién final, la velocidad de germinacién, la uniformidad de emergencia y
pardmetros fisiologicos y de crecimiento de la plantula. En algunos casos se observaron incluso
incrementos del rendimiento (Harris et al., 2007) (para revisiones ver Farooq et al., 2012;

Eskandari, 2013; Ashraf y Foolad, 2005).

Mediante este procedimiento se inducen las fases | y Il de la curva de imbibicion de las
semillas, pero se evita llegar a la fase Ill. Luego, las semillas se secan hasta su contenido de
agua inicial (Nawazn et al., 2013). Durante la fase | de la germinacién, la imbibicion

normalmente es rapida como consecuencia del fuerte gradiente de potencial hidrico entre la
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semilla y el sustrato humedo, se produce asi la hidratacion de las células y sus constituyentes.
Esta fase tiene lugar independientemente de la viabilidad de la semilla. En la fase Il (fase lag)
se establece un equilibrio entre el agua que la semilla pierde por evaporacion y la que gana de
la solucion de imbibicién y es en donde se da una gran actividad metabdlica. La velocidad de
hidratacién se recupera durante la fase lll debido a la expansion y emergencia del embrion

desde la semilla, a medida que se completa el proceso de germinacion.

Entre los mecanismos involucrados en la respuestas al priming durante la germinacién se
encuentra el incremento de la actividad de numerosas enzimas asociadas la movilizacion de
reservas y eliminacion de especies reactivas del oxigeno (Ella et al.,, 2011), alteracion en la
absorcién y movilizacion de iones inorganicos y reparacion y sintesis de ADN (Varier et al.,

2010)

Numerosos tipos de tratamientos de priming han sido evaluados, los mas comunmente usados
constan de un periodo de imbibicion en diferentes soluciones y/o condiciones (Ashraf y Foolad,
2005): i) agua (hidro-priming), ii) soluciones de osmolitos organicos o inorganicos (osmo-
priming), iii) reguladores del crecimiento vegetal, antioxidantes, micronutrientes (nutri-priming)
(Farooq et al., 2012), vi) matrices sélidas (solidmatrix-priming), v) bajas o altas temperaturas
(termo-priming), vi) rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (bio-priming) (Kaymak et

al., 2009; Moeinzadeh et al., 2010), etc.

El hidro-priming es una técnica accesible y de bajo costo que en muchos casos ha resultado ser

la més efectiva (Caseiro et al., 2004; Fujikura et al., 1993).

El pre-tratamiento osmético o salino (osmo-priming) consiste en sumergir las semillas en
soluciones de sales inorganicas (NaCl, KNO3; CaCl,, CaSO., etc.) durante un determinado lapso

de tiempo. El pre-tratamiento de las semillas con soluciones de distinto potencial osmotico se ha
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propuesto como una técnica eficaz para aumentar la tolerancia a la salinidad durante la
germinacion y emergencia de plantulas de diversas especies (Afzal et al., 2008; Patade et al.,
2009; Basra y Afzal, 2005; Sivritepe et al., 2003; Roy y Srivastava, 2000; Abraha y Yohannes,

2013).

Numerosos trabajos demostraron que el priming con reguladores del crecimiento vegetal (acido
giberélico, acido salicilico, cinetina, &cido ascorbico, &cido indolacético, etc.) mejora la
germinacion y crecimiento inicial de las plantulas tanto en condiciones normales (Machado de
Mello et al., 2009; Saeedipour, 2013; Isiaka y Mohd, 2013; Tzortzakis, 2009) como en
condiciones estresantes, tales como salinidad (Afzal et al. , 2005, 2006; Raeberl y Lee, 199;
Naeemand y Muhamad, 2006), bajas temperaturas (Farooq, 2008), exceso de Cd (Sneideris et
al., 2015), envejecimiento de las semillas (Azadi et al., 2013), etc. El priming con reguladores
del crecimiento vegetal es muy dependiente de la concentracion de los mismos en la solucién

(Afzal et al., 2005).

3. OBJETIVOS

Los objetivos del presente trabajo fueron i) Evaluar y comparar la germinacion acumulada (G),
la velocidad de germinacion (VG) y el tiempo al 50 % de germinacion (Tso) de Panicum virgatum
L. cv. Shawnee y Chloris gayana Kunth cv. Finecut en condiciones de salinidad y alcalinidad; ii)
Determinar el efecto del priming con soluciones de diferentes concentraciones de KCI sobre la
G y el crecimiento inicial de las plantulas de Panicum virgatum L. cv. Shawnee en condiciones
de salinidad y alcalinidad; ii) Determinar el efecto del priming en soluciones de hormonas
vegetales sobre la germinacion de semillas de Panicum virgatum L. cv. Shawnee en

condiciones de salinidad y alcalinidad.
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4. HIPOTESIS

-La incubacion de semillas Panicum virgatum L. cv. Shawnee y Chloris gayana Kunth cv.
Finecut en soluciones salino-alcalinas reduce la germinacion acumulada, la velocidad de

germinacion e incrementa el tiempo al 50 % de la germinacion respecto al control.

-Existen diferencias en la tolerancia a condiciones de salinidad y alcalinidad de semillas de

Panicum virgatum L. cv. Shawnee y Chloris gayana Kunth cv. Finecut durante la germinacion.

-El priming de semillas de Panicum virgatum cv. Shawnee incrementa la germinacion
acumulada, la velocidad de germinacion y reduce el tiempo al 50 % de la germinacion bajo

estrés salino/alcalino.

-El priming de las semillas de Panicum virgatum L. cv. Shawnee en soluciones de KCI y

hormonales vegetales incrementa la G y la VG y reduce el Tsoen relaciéon al hidro-priming.

-El priming de semillas de Panicum virgatum L. cv. Shawnee con KCI mejora pardmetros de

crecimiento y fisiolégicos de las plantulas cultivadas en soluciones salino/alcalinas.

-El priming de las semillas de Panicum virgatum L. cv. Shawnee tiene efectos diferentes sobre

la G, VGy el Tsp de acuerdo al nivel de salinidad y pH del medio de incubacién.

Gago, Ayelén Manuela



17

5. MATERIALES Y METODOS
5. 1. Material Vegetal

Las especies evaluadas fueron C. gayana cv. Finecut (Oscar Peman & Asociados S.A), y P.

virgatum L. cv. Shawnee.

La estructura botanica que habitualmente se denomina semilla en las especies utilizadas es una

unidad de dispersion que comprende el cariopse encerrado en las glumelas y las glumas.

Las semillas de P. virgatum L. cv. Shawnee utilizadas no presentaban dormicién, la germinaciéon

acumulada en agua fue en todos los casos superior al 90 %.
5. 2. Germinacion

Las semillas se colocaron sobre dos papeles de filtro en cajas de Petri de 90 mm de diametro y
se hidrataron con 5 ml agua destilada o con soluciones con diferentes niveles de salinidad y
pH. Las cajas se mantuvieron tapadas y cubiertas con polietileno para evitar la evaporacion.
Diariamente, las semillas con la radicula visible de 2 mm o mas se registraron como

germinadas y se descartaron.
La germinacién acumulada (G) se calcul6 segun la siguiente formula:
G (%) = Numero de semillas germinadas / (Semillas totales - semillas infectadas)

El Tso se calcul6 de acuerdo a la formula de Coolbear et al. (1984) modificada por Farooq et al.

(2005):
Tso (d) = Ti + {(N/2) - n} (t-t) / ni-y

Donde, N es el numero final de germinacion, ni y nj son el nimero acumulado de semillas

germinadas en recuentos adyacentes a los tiempos ti y tj, respectivamente, cuando ni <N/2 <nj.

La VG se calcul6 segun la férmula de Timson (1965), modificada por Zhang (2012):
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VG (% dY) =3 g/t

Donde, g es el porcentaje de semillas nuevas germinadas en un intervalo diario y t es el periodo

total de germinacion.
1.3. Soluciones salino/alcalinas de germinacion y crecimiento

Los soluciones de germinacién y cultivo surgieron de la combinacién en proporciones 9:1y 1:1
de sales de Na* neutras (NaCl - Na,SO,) o alcalinas (NaHCO; - Na,CO3;). El pH de las
soluciones se midié con un pHchimetro de mesada. En el caso de las soluciones neutras se
ajusto el pH al deseado mediante el uso de KOH o HCI. El pH (media + EEM) obtenido para las
soluciones de sales de Na* neutras fue de 6,38 £ 0,03, y de 9,28 + 0,04 y 10,04 £ 0,02 para el
caso de las soluciones de sales de Na* alcalinas en relaciéon 9:1 y 1:1, respectivamente. La
proporcion de sales neutras fue igual a la de sales alcalinas con el fin de mantener la misma
concentracion de Na* en los tratamientos neutros y alcalinos de igual concentracion salina. Los

tratamientos resultantes de estas combinaciones se detallan en la tabla Il.

Tabla Il. Composicion de las soluciones de incubacién y crecimiento.

. Sn de, Concentracién NaCI NaZSO4 NaHCOS NaZCO3
incubacion y B pH
crecimiento mM
Agua 6,4 0 0 0 0
6,4 22,5 2,5
25 mM
9,3 22.5 2,5
(%)
Q@ 6,4 45 5
e 9:1 50 mM
o 9,3 45 5
'g 6,4 90 10
= 100 mM
S 9,3 90 10
S 9,3 12,5 12,5
= 25 mM
£ 10 50 50
1:1 6,4 12,5 12,5
100 mM
10 50 50
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5. 4. Experimento 1. Efectos de la salinidad y alcalinidad sobre la germinacién de semillas

de C. gayanay P. virgatum.

Con el objetivo de comparar el efecto de la salinidad y alcalinidad sobre la G, el Tso y la VG de
semillas de C. gayana Kunth cv. Finecut y P. virgatum L. cv. Shawnee, se llevé a cabo un
disefio factorial completamente aleatorizado de dos especies x dos concentraciones de sales de
Na* (25 y 100 mM) x tres pHs (6,4; 9,3 y 10), con cuatro repeticiones de 200 semillas cada una

para C. gayanay 50 semillas para P. virgatum.

Las semillas se incubaron durante 28 dias, con una alternancia diaria de 12 h de luz y

oscuridad, a temperatura media minima de 24,30 + 0,16 °C y maxima de 25,78 + 0,14 °C.

Con el objetivo de poder comparar ambas especies, la G de cada tratamiento se expresé como
porcentaje de las semillas germinadas en agua de la especie correspondiente (GR, %). Para
calcular la VG, los porcentajes de germinacion diarios se calcularon en base a la G en agua

correspondiente a cada especie.

5. 5. Experimento 2. Efecto del priming (pre-tratamiento) en agua y diferentes soluciones
de KCI sobre la germinacién y crecimiento inicial de P. virgatum bajo condiciones de

salinidad y alcalinidad.
5.5. 1. Pre-tratamiento y germinacion de las semillas.

Para determinar los efectos del pre-tratamiento y de las condiciones de incubacion sobre la
germinacion y crecimiento inicial de plantulas de P. virgatum L. cv. Shawnee se utilizé un disefio
factorial completamente aleatorizado con cuatro repeticiones de 50 semillas cada una. Los
factores fueron cinco pre-tratamientos y cinco soluciones de incubacion con diferentes niveles

de salinidad y alcalinidad. Los pre-tratamientos fueron: control (semillas sin pre-tratar) y 24 h de
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imbibicion en agua destilada o en soluciones de KCI (M) 0,1 (-0,75 MPa); 0,3 (-1,5 MPa) y 0,45
(-2,25 MPa). Los tratamientos de incubacion consistieron en dos concentraciones de sales de
Na* (25 y 100 mM) neutras (NaCl-Na.SO.) y alcalinas (NaHCO3-Na,COs3) en proporcion 9:1 (pH
= 6,4 y 9,3 respectivamente) (Tabla Il). Los tratamientos de incubacién resultantes fueron: agua

(control); 25 mM-pH6,4; 25mM-pH9,3; 100 mM-pH6,4 y 100 mM-pH9,3.

Las semillas se desinfectaron antes de la aplicacion del pre-tratamiento con el objetivo de evitar
futuras infecciones que entorpecerian el desarrollo del ensayo. La secuencia de la desinfeccién
consistié en: i) Agitacion manual en etanol 70%, 30 segundos; ii) Cuatro enjuagues con agua
destilada; iii) agitacion en lavandina comercial 10%, 20 minutos; iv) Cuatro enjuagues con agua

destilada estéril; v) Secado a temperatura ambiente bajo campana de flujo laminar.

Las semillas desinfectadas se embebieron durante 24 horas a temperatura ambiente (25,5 +
1,07), oscuridad y agitacién constante en agua o diferentes soluciones de KCI (0,1; 0,3 y 0,45
M), a razén de 100 ml de solucion cada 4 g de semillas. Luego se enjuagaron tres veces con
agua destilada estéril y se colocaron sobre papel absorbente para su secado al aire bajo
campana de flujo laminar, a temperatura ambiente. Una vez secas se conservaron en bolsas de
polietileno cerradas en heladera (5 - 8 °C) hasta su utilizacién, dentro de los 24 horas

posteriores. El tratamiento control consistié en semillas desinfectadas sin pre-tratar.

Las semillas se incubaron durante 18 dias con una alternancia diaria de luz-oscuridad de 12 h
con temperaturas medias maxima y minima de 28,61 + 0,37 °C y 23,27 = 0,20 °C,

respectivamente.
5. 5. 2. Crecimiento de las plantulas.

Las semillas germinadas en los tratamientos descriptos en el punto anterior se extrajeron de las

cajas de Petri y se colocaron en potes plasticos de 5 cm de diametro y 10 cm de altura sobre
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dos papeles de filtro embebidos con solucion nutritiva y el mismo tratamiento de salinidad/
alcalinidad del periodo de germinacién. Cada pote contenia hasta 10 plantulas. Las plantulas
crecieron bajo 16 h de fotoperiodo con una DFFF = 300 pmol m?2s? y temperaturas medias
maxima y minima de 28,61 + 0,37 °C y 23,27 £ 0,20 °C, respectivamente. La solucion nutritiva
constaba de las siguientes sales (mM) que aportaron los macro y micro-nutrientes esenciales:
0,751 MgSO, 7H20; 3,476 KH2PO4; 6,997 KNOs3; 4,234 (NOs).Ca 4H:0; 3,505 (NH4)2SO4; 0,02
H3BOs; 0,02 MnSO4H,0; 0,02 ZnS0O,4 7H.0; 0,02 KI; 0,1 FeSO4 7H,0; 0,1 Na,EDTA; 4,1 x 10*

Na,MoO, 2H,0; 4,0 x 10* CuSO, 5H.0; 0,136 Cl,Ca 2H,0; 0,5 Na;HPO..

Las plantulas se cosecharon 13 dias después de la siembra de las semillas. El dia de la
cosecha también se determind el contenido relativo de agua (CRA) y el porcentaje de pérdida
de electrolitos (PEE) y se tomaron las muestras necesarias para el resto de las
determinaciones. Las plantulas se lavaron tres veces con agua destilada y se secaron con papel
absorbente. Luego, la parte aérea y las raices se separaron y se determiné el peso fresco (PF)
de las mismas. Los vastagos y las raices de cuatro plantulas seleccionadas al azar se secaron
individualmente en estufa a 60 °C hasta peso constante para determinar el peso seco (PS). Las

muestras restantes se congelaron en N liquido y se mantuvieron a -80 °C.
5.5. 2. 1. Determinacidn de contenido relativo de agua (CRA).

Con el objetivo de evaluar el efecto de la solucion de incubacién y del pre-tratamiento sobre el
estado hidrico de las plantulas se determiné el CRA. El dia de la cosecha se cortaron 3 circulos
de la ultima hoja totalmente expandida de cada planta, se tomé el peso fresco (PF) y, a
continuaciéon, se sumergieron en agua destilada y se mantuvieron a temperatura ambiente y
baja intensidad de luz (cercana al punto de compensacion luz) durante 6 horas, transcurridas

las cuales se pesaron nuevamente para determinar el peso turgente (PT). Después se llevaron
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a estufa a 60 °C hasta peso constante para determinar el peso seco (PS). El contenido CRA se

calculé mediante la siguiente férmula:
CRA (%) = (PF-PS)/ (PT - PS) x 100
5.5.2.2. Estimacién de la estabilidad de las membranas celulares.

La estabilidad de las membranas celulares se estimdé mediante el porcentaje de pérdida de
electrolitos (PPE) a partir de tejidos foliares y radiculares, segun una adaptacion del método de
Wang y Huang (2004). El dia de la cosecha se seleccionaron al azar cuatro plantulas por
tratamiento, se dividié la parte aérea de la radicular, se realizaron tres enjuagues sucesivos con
agua destilada y se sumergieron en tubos con 10 ml de agua destilada. Previo al agregado de
los tejidos, se determind la conductividad eléctrica del agua destilada (C,) de cada tubo. Tras
mantener las muestras en un agitador orbital, a 25 °C y baja intensidad de luz durante 6 h, se
determiné la conductividad eléctrica inicial (C;) de la solucién. Luego, los tubos que contenian el
material vegetal se llevaron a autoclave a 1 atmdsfera de presion durante 15 minutos para
inactivar las células y liberar todos los iones al medio. Después de 24 h se determiné la

conductividad maxima (Cm) de la solucién a 25 °C. El PPE (%) se calcul6 como:
PPE (%) = (Ci-Ca/ Cin-Ca) x 100
5.5. 2. 3. Determinacion del contenido de Na*y K*.

La extraccion se realizo a partir de tejido seco. Las muestras de tejido aéreo y radicular (10 mg)
finamente molidas se colocaron en microtubos (1,5 ml) y se afiadi6 1 ml de HCI 0,1 N. Los
microtubos se agitaron 30 s en voértex, luego se sumergieron en un bafio térmico a 60 °C
durante 2 h, se dejaron enfriar hasta temperatura ambiente y se centrifugaron a 10.000 ¢

durante 5 minutos. Las concentraciones de Na* y K* del liquido sobrenadante se determinaron
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en un Fotometro de llama (Marca Zeltec, Modelo ZF 250). Los valores obtenidos se interpolaron

en una curva de calibracion.

Las curvas de calibracién se confeccionaron con al menos 4 puntos dentro del intervalo de
concentraciones probables de encontrar en las muestras. En primer lugar se hizo pasar por el
fotbmetro de llama una muestra de agua destilada, se corrobor6 el cero de absorbancia del
diluyente y luego se determind los valores de las soluciones estandar de concentracion
conocida, desde la mas diluida a la mas concentrada. La preparacion de las soluciones
estandar (1000 ppm) requiere la mayor exactitud posible principalmente en el proceso de

pesado, por lo que es necesario secar las sales en estufa antes de pesarlas.
5. 5. 2. 4. Determinacién del contenido de malondialdehido foliar.

El nivel de peroxidacion lipidica en las hojas se estim6 en términos del contenido de MDA, un
producto de la peroxidacion de los lipidos, mediante el método de Heath y Packer (1968). Una
muestra de hoja fresca (0,1 g) se homogeiniz6 en 2 ml de &cido tricloroacético (TCA) 0,1% vy el
homogeinizado se centrifugdé a 10000 g por 15 min. A una alicuota de 1,0 ml del sobrenadante
se le agregaron 4,0 ml de &cido tiobarbitarico (TBA) 0,1% en 20% de TCA. La mezcla se calent6
a 95 °C durante 30 m y se enfri6 rapidamente en bafio de hielo. Con el objeto de eliminar la
turbidez de la emulsion obtenida, nuevamente se centrifugé a 10000 g durante 10 minutos. La
absorbancia del sobrenadante se midi6 a 532 nm y se le resto el valor de la absorcion no
especifica a 600 nm. El contenido de MDA se calculé usando la siguiente férmula y se expres6

como nmol de MDA g de peso fresco.

nmol de MDA = ((As3s5-Asoo ) X mmol * 105 nmol x 1ml

g PF 1,56*10° ml 1 mmol 0,1 gPF
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5. 6. Experimento 3. Efecto del piming (pre-tratamiento) en agua y diferentes soluciones
de reguladores del crecimiento vegetal sobre la germinacion de semillas de P. virgatum

bajo condiciones de salinidad y alcalinidad.

Con el objetivo de evaluar el efecto del pre-tratamiento con reguladores del crecimiento vegetal
y las condiciones de incubacion sobre la germinaciéon de semillas de P. virgatum L. cv. Shawnee
se realiz6 un disefio factorial completamente aleatorizado con cuatro repeticiones de 40
semillas cada una. Los factores evaluados fueron once pre-tratamientos X siete soluciones de
incubacién. Los pre-tratamientos consistieron en la imbibicién de las semillas, previamente
desinfectadas (procedimiento descripto en el item 5. 5. 1.), durante 24 h a temperatura
ambiente (23,53 = 0,71 °C), oscuridad y agitacién constante en agua o diferente soluciones de
acido giberélico (mM) 0,15 (GAs-0,15), 0,3 (GAs-0,3), 0,6 (GA3-0,6) v 1,2 (GAs-1,2); &cido
salicilico (mM) 0,1 (AS-0,1), 0,5 (AS-0,5) y 1 (AS-1) y cinetina (6-furfurylaminopurine) (mM) 0,25
(CIN-0,25) y 0,5 (CIN-0,5) a razon de 100 ml de solucién cada 4 g de semillas. Luego se
enjuagaron tres veces con agua destilada estéril y se colocaron sobre papel absorbente para su
secado al aire bajo campana de flujo laminar, a temperatura ambiente. Una vez secas se
conservaron en bolsas de polietileno cerradas en heladera (5 - 8 °C) durante 9 dias hasta su
utilizacion. Para cada uno de los tres compuestos se prepararon soluciones madres 2 mM. El
pH se ajusté a 6,5 en todos los casos. Las soluciones de pre-tratamiento se prepararon por
dilucién en agua destilada de las respectivas soluciones madre y se almacenaron en heladera
hasta su utilizacion. Las semillas del tratamiento control no recibieron ningan pre-tratamiento. La
incubacién se realiz6 en camara de germinacion durante 18 dias con temperaturas diurnas de
27 £ 1 y nocturnas de 23 + 1 ° C. Las semillas se incubaron en agua (control) y en soluciones
de tres concentraciones de sales de Na* (50, 25 y 100 mM) neutras (NaCl - Na>SO.) o alcalinas

(NaHCOs3- NaxCOs) en proporcion 9:1 (pH 6,4 y 9,3, respectivamente) (Tabla I1). Los soluciones
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resultantes fueron agua (control); 25mM-pH6,4; 25mM-pH9,3; 50mM-6,4; 50mM-pH9,3; 100mM-

pH6,4 y 100mM-pH9,3.

A los 18 dias desde el comienzo de la imbibicién, las semillas no germinadas de todos los
tratamientos se incubaron en agua durante 7 dias y diariamente se registré el nidmero de

semillas germinadas. La G en agua se calcul6 de acuerdo a la siguiente férmula:

G en agua (%): Numero de semillas germinadas en agua destilada / (Semillas totales - semillas

infectadas).

5. 7. Andlisis estadistico

Los datos se analizaron con el programa Infostat (Di Renzo et al., 2016). Las medias se
compararon mediante el andlisis de la varianza (ANVA) (a = 0,05), cuando éste detectd
diferencias significativas las mismas se separaron entre tratamientos mediante el test de LSD
de Fisher (p = 0,5). Para todas las mediciones se presenta la media y el error estandar (Media +

EE) de cuatro repeticiones.
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6. RESULTADOS

6. 1. Experimento 1. Efectos de la salinidad y la alcalinidad sobre la germinacion de

semillas de C. gayanay P. virgatum.

No se detectaron diferencias significativas entre la relacion 1:1 y 9:1 de sales neutras (NaCl —
Na,SO.) para ninguna de las concentraciones salinas evaluadas (25 y 100 mM) (Tabla IIl). Por
lo tanto, ambas relaciones se analizaron como un solo tratamiento dentro de cada
concentracion salina, i.e. 25mM-pH6,4 y 100mM-pH®6,4, respectivamente. En consecuencia los
tratamientos resultantes fueron 25mM-pH6,4 (control); 25mM-pH9,3; 25mM-pH10; 100mM-
pH6,4; 100mM-pH9,3; 100mM-pH10.

Tabla Ill. Valores p del analisis de varianza (ANVA) de la germinacién acumulada, expresada
como porcentaje de la germinacion en agua (GR), del tiempo al 50 % de la germinacién (Tso) Y

de la velocidad de germinaciéon (VG) para las relaciones 1:1y 9:1 de sales de Na* neutras (25 y

100 mM).
Grados de p
Fuente de variacion libertad GR VG Tso
25mM-pH6,3 1:1/9:1 1 0,153 0,672 0,969
100mM-pH6,3 1:1/9:1 1 0,821 0,627 0,229

Todos los factores, i.e. especie, concentracion y pH, y su interaccion tuvieron un efecto

significativo sobre la G (p < 0,0001).

Niveles bajos de salinidad (25 mM), independientemente del pH, y niveles moderados de
salinidad (100 mM) y pH neutro no modificaron la de P. virgatum respecto al control (25mM-
pH6,4). Los valores de GR de C. gayana de todos los tratamientos se diferenciaron
significativamente respecto al control (25mM-pH6,4). Sin embargo, la reduccién de la GR de las

semillas incubadas en 25 mM-pH9,3; 25mM-pH10 y 100mM-pH6,4 respecto al control fue en
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todos los casos menor al 15% (Figura 1). La combinacién de niveles moderados de salinidad y
pH alcalino (9,3 y 10) afect6 significativamente la GR de ambas especies respecto al control. La
GR de las semillas de C. gayana incubadas en 100mM-pH9,3 fue 5,4 veces superior a la de P.

virgatum en ese tratamiento (Figura 1).

120

100

80

60

Gr (%)

40

20

C. gayana P.virgatum
m25mM-pH6,4 ®25mM-pH9,3 = 25mM-pH10
=100m-pH6,4 =100mM-pH9,3 = 100mM-pH10

Figura 1. Germinacion acumulada, expresada como porcentaje de la germinacion en agua
(GR), de semillas de C. gayana y P. virgatum incubadas en soluciones con diferentes niveles
salinidad y pH. Barras = error estdndar de la media. Letras distintas indican diferencia

significativa segun el test LSD (p < 0,05).

Todos los factores, i.e. especie, concentracion salina y pH, y su interaccion tuvieron un efecto

significativo sobre el Tso (p < 0.0001).

El Tso de C. gayana fue significativamente menor que el de P. virgatum para todos los niveles

de salinidad y alcalinidad (Figura 2).
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Todos los tratamientos, excepto 25mM-pH9,3, indujeron el incremento del Tso de las semillas de
P. virgatum en relacién al control. El incremento del pH dentro de un mismo nivel de salinidad
indujo el incremento del Tso de las semillas de P. virgatum pero no de las de C. gayana. La
incubacién en 100 mM de sales de Na* neutras o alcalinas aumentd significativamente los
valores de Tso de ambas especies respecto del control. La combinacién de salinidad 100 mM
y pH 9,3 y 10 indujo el incremento del Tso de P. virgatum 4,2 y 4,08 veces en relacion al control,
respectivamente. Dicho aumento fue menos marcado en C. gayana, cuyo Tsp Se incrementd
s6lo 1,4 y 1,6 veces en las soluciones 100mM-9,3 y 100mM-pH10, en relacién al control,

respectivamente (Figuras 2 y 3).

Tso (d)

C. gayana P.virgatum

m25mM-pH6,4 =25mM-pH9,3 = 25mM-pH10
= 100m-pH6,4 =100mM-pH9,3 m100mM-pH10

Figura 2. Efectos de diferentes niveles de sales de Na* y pH sobre el tiempo al 50 % de
germinacion (Tso) de semillas de C. gayana y P. virgatum. Barras = error estandar de la media.

Letras distintas indican diferencia significativa seguin el test LSD (p < 0,05).
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C. gayana
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Figura 3. Efectos de diferentes niveles de salinidad y pH sobre la evolucion diaria de la
germinacion expresada como porcentaje de la germinacién en agua (GR), de semillas de C.

gayana Yy P. virgatum. DDS = dias después de la siembra. Barras = error estdndar de la media.
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Los tres factores, i.e. especie, concentracion salina y pH, tuvieron un efecto significativo sobre
la VG; y sélo la interaccion entre pares de factores fue significativa (Tabla IV). La VG de C.
gayana supero significativamente a la de P. virgatum en todas las condiciones de incubacién
evaluadas. Cada incremento de la concentracion salina y del pH redujo la VG respecto del
control. El aumento de la salinidad (de 25mM-pH6,4 a 100mM-pH6,4) y del pH (de 25mM-pH6,4
a 25mM-pH9,3) indujeron reducciones de la VG de 41,45 % y 14,10 %, respectivamente. En
cambio, el aumento de ambos factores en forma conjunta (de 25mM-pH6,4 a 100mM-pH9,3)
redujo la VG un 79,6 %. El incremento del pH de 6,4 a 10 afect6 la VG en funcién del nivel de
salinidad considerado. En salinidad baja el incremento del pH redujo la VG s6lo un 18 %
mientras que en presencia de salinidad moderada la reduccién de la VG fue casi del 90 %

(Figura 4).

C. gayana P. virgatum

®25mM-pH6,4 ®25mM-pH9,3 = 25mM-pH10
= 100mM-pH6,4 ® 100mM-pH9,3 ® 100mM-pH10

Figura 4. Efectos de diferentes niveles de sales de Na* y pH sobre la velocidad de germinacion

(VG) de semillas de C. gayana y P. virgatum. Barras = error estandar de la media.
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Tabla IV. Efecto de la concentracion de sales de Na*, el pH, la especie y sus respectivas
interacciones sobre la velocidad de germinacion (VG) de semillas de C. gayana y P. virgatum.

Letras distintas en la columna indican diferencia significativa segun el test LSD (p < 0,05).

Gago, Ayelén Manuela

Fuente de variacion | Grados de libertad p
Salinidad 1 < 0,0001
pH 2 < 0,0001
Especie 1 < 0,0001
Salinidad*pH 2 < 0,0001
Salinidad*Especie 1 < 0,0001
pH*Especie 2 0,009
Salinidad*pH*Especie 2 0,054
Error 52
VG (%d ™)
Especie Sal (mM)
25 100
C. gayana |43,77+1,76a|[17,48+2,69b
P. virgatum (17,23 £ 0,52 b| 6,38 + 1,52 c
VG (%d ™)
pH Sal (mM)
25 100
6,4 33,17 £ 3,99 a[19,42 + 2,05 ¢
9,3 28,49 + 4,28 b| 6,77 £ 2,57 d
10 27,18 £ 4,92 b| 2,12+ 0,64 e
VG (%d ™)
pH Especie
C. gayana | P.virgatum
6,4 37,11 + 3,18 a|{15,47 £ 0,87 d
9,3 26,45+5,12b|8,81+ 3,19 e
10 21,85+6,93¢c| 7,46 +2,58 e




32

6. 2. Experimento 2. Efecto del pre-tratamiento en soluciones de KCI sobre la
germinacion y crecimiento inicial de plantulas de P. virgatum bajo estrés salino y

alcalino.
6. 2. 1. Germinacioén

De los dos factores evaluados, pre-tratamiento y solucion de incubacion, sélo este ultimo tuvo
un efecto significativo sobre la G de semillas de P. virgatum (p = 0,256 y p < 0,0001,

respectivamente).

Los valores de G de las semillas incubadas en 25mM-pH6,4 y 25mM-pH9,3 fueron similares a
los del control (incubacién en agua). El incremento de la salinidad de 25mM-pH6,4 a 100mM-
pH6,4 redujo la G sélo un 6,44 % respecto al control. En cambio, el incremento de la salinidad y

el pH en forma conjunta (100mM-pH9,3) inhibi6 casi totalmente la G (Figura 5).
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0 T T T T
Agua 25mM-pH6,4  25mM-pH9,3 100mM-pH6,4 100mM-pH9,3
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Figura 5. Efectos de diferentes niveles de salinidad y pH sobre la germinacién acumulada (G)
de semillas de P. virgatum. Barras = error estandar de la media. Letras distintas indican

diferencia significativa segun el test LSD (p < 0,05).

Ambos factores, pre-tratamiento y solucion de incubacion, tuvieron un efecto significativo sobre
el Tso (p < 0,0001). La interaccién entre estos factores no fue significativa (p = 0,19) (Tabla V). El
Tsode las semillas incubadas en 25mM-pH6,4 fue similar al control. El aumento del pH de 6,4 a
9,3 en presencia de 25 mM de sales de Na* indujo un incremento del Tso del 8,45 %. El
incremento de la concentracion salina de 25 a 100 mM indujo un aumento del Tsodel 57,74 %.
La baja germinacion de las semillas incubadas en 100mM-pH9,3 no permitié calcular el Tso

(Figura 6).

Todas las soluciones de pre-tratamiento evaluadas indujeron una disminucién significativa del
Tso respecto del control sin pre-tratar. ElI pre-tratamiento en agua fue el mas efectivo, indujo una

reduccion del Tso del 23,5 % respecto al control (Figura 6).

Control Agua KCI 0,1M KCI 0,3M KCI 0,45M
Pre-tratamiento

s Agua ®25mM-pH6,4 ®25mM-pH9,3 = 100mM-pH6,4
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Figura 6. Efectos del pre-tratamiento con soluciones de KCI y la incubacién en soluciones con
diferentes niveles de salinidad y pH sobre el tiempo al 50% de la germinacion (Tsp) de semillas

de P. virgatum. Barras = error estdndar de la media.

Tabla V. Efecto del pre-tratamiento, la solucidén de incubacion y su interaccion sobre el tiempo al
50% de la germinacién (Tso) de semillas de P. virgatum. Letras distintas en la columna indican

diferencia significativa segun el test LSD (p < 0,05).

Fuente de variacion Grados de libertad p

Pre-tratamiento 4 < 0,0001
Sn de incubacion 3 < 0,0001

Pre-tratamiento*Sn de incubacién 12 0,19

Error 60

Pre-tratamiento Tso (d)

Control 3,75+0,26 c

Agua 287x£0,19a

KCl 0,1 M 3,27+£0,20b

KCl 0,3 M 3,28+0,22b

KCl 0,45 M 3,23+0,16 b

Sn de incubacién Tso (d)

Agua 2,72 £ 0,06 a

25mM-pH6,4 2,84 + 0,08 ab

25mM-pH9,3 3,08+0,09b

100mM-pH6,4 448 £0,17 c

Ambos factores, incubacion y pre-tratamiento, y su interaccion tuvieron un efecto significativo
sobre la VG (p < 0,0001). La VG de las semillas sin pre-tratar e incubadas en 25mM-pH6,4 y
25mM-pH9,3 fueron similares al control en agua. La incubacion en 100mM-pH6,4 redujo la VG
en promedio un 30 % respecto del control, mientras que la combinacion de salinidad

moderada y pH alcalino inhibié completamente la germinacion.
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El pre-tratamiento con soluciones de KCI incrementé la VG de semillas incubadas en todas las
niveles de salinidad y pH, sin embargo ninguna concentracion de KCI superdé significativamente

al pre-tratamiento en agua (Figura 7).

35 a ababc

Control Agua KCI 0,1M KCI 0,3M KCI 0,45M
Pre-tratamiento

mAgua ®25mM-pH6,4 ®=25mM-pH9,3 = 100mM-pH6,4 = 100mM-pH9,3

Figura 7. Efectos del pre-tratamiento con soluciones de KCI y la incubacién en soluciones con
diferentes niveles de salinidad y pH sobre la velocidad de germinacion (VG) de semillas de P.
virgatum. Barras = error estandar de la media. Letras distintas indican diferencia significativa

segun el test LSD (p < 0,05).

6. 2. 2. CRA, crecimiento y estabilidad de las membranas celulares de las plantulas

La incubacion en solucion 100mM-pH9,3 inhibié fuertemente la germinacion, por lo que no se

disponen de datos en plantulas correspondientes a dicho tratamiento.

De los dos factores evaluados, pre-tratamiento y solucion de incubacion, solo este Gltimo tuvo
un efecto significativo sobre el CRA (p = 0,668 y p = 0,005). EI CRA (media £+ EEM) de las

plantulas cultivadas en 25mM-pH6,4 y 25mM-pH9,3 fue similar al de las cultivadas en la
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solucion control (85,34 + 1,64; 90,42 + 1,26; 87,27 + 0,96, respectivamente). Sélo se observé
una leve disminucién del CRA (5,85%) en las plantulas que se cultivaron en presencia de 100

mM-pH6,4, en relacion al control (Figura 8).
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Figura 8. Efectos de diferentes niveles de salinidad y pH de la solucion de cultivo sobre el
contenido relativo de agua (CRA) en plantulas de P. virgatum. Barras = error estandar de la

media. Letras distintas indican diferencia significativa segun el test LSD (p < 0,05).

Tanto el pre-tratamiento como la solucion de incubacion afectaron significativamente el PSv y
el PSr. La interaccion entre los factores no fue significativa (Tabla VI). EI PSr fue més sensible
al incremento del pH de 6,4 a 9,3 que el PSv. El aumento de la concentracion salina de 25 a
100 mM redujo significativamente el PSv (5,91 + 0,26) y el PSr (1,1 + 0,05), en relacion al
control respectivo (7,87 £ 0,23; 2,17 £ 0,05). El pre-tratamiento tuvo un efecto positivo sobre el
PSv y el PSr. Los pre-tratamientos con soluciones de KCI (0,1; 0,3 y 0,45 M) indujeron un

incremento significativo del PSv (7,77 + 0,27; 7,62 + 0,26; 7,66 + 0,24) y del PSr (1,75 + 0,11;
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1,75+£0,11; 1,78 £ 0,1) respecto al control (6,64 = 0,33; 1,56 + 0,10). El pre-tratamiento en agua

(7,42 = 0,27) indujo un incremento significativo sélo del PSv, respecto al control (Figura 9).

Tabla VI. Efecto del pre-tratamiento, la solucién de incubacién y su interaccion sobre el peso
seco del vastago (PSv) y de la raiz (PSr) de plantulas de P. virgatum. Letras distintas en la

columna indican diferencia significativa segun el test LSD (p < 0,05).

Gago, Ayelén Manuela

Grados D
Fuente de variacién de
libertad PSv PSr
Pre-tratamiento 4 0,004 | < 0,0001
Sn de incubacién 3 < 0,0001 | < 0,0001
Pre-tratamiento*Sn de incubacién 12 0,87 0,32
Error 136
Pre-tratamiento PSr (9) PSv (9)
Control 1,56+0,1b 6,64 £0,33 b
Agua 1,67+0,11ab| 7,42+0,27 a
KCI 0,2 M 1,75+0,11a | 7,77+0,27 a
KCl 0,3 M 1,75+0,05a | 7,62+0,26 a
KCI 0,45 M 1,78+0,11a | 7,66 +0,24 a
Sn de Incubacién PSr (9) PSv (9)
Agua 2,17+0,05a | 7,87+£0,23 a
25mM-pH6,4 2,19+0,06a | 7,78 £0,17 a
25mM-pH9,3 1,28+0,05b 8+0,19b
100mM-pH®6,4 1,1£0,05c 591 +0,26 a
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Control Agua KCI 0,AM KCI 0,3M KCI 0,45M
Pre-tratamiento
= Agua ®25mM-pH6,4 =25mM-pH9,3 = 100mM-pH6,4
3 Raiz

PSr (g)

Control Agua KCI 0,1M KCI 0,3M KCI 0,45M
Pre-tratamiento

= Agua ®25mM-pH6,4 =25mM-pH9,3 =100mM-pH6,4

Figura 9. Efectos del pre-tratamiento con soluciones de KCI y la incubacion en soluciones con
diferentes niveles de salinidad y pH sobre el peso seco del vastago (PSv) y la raiz (PSr) de

plantulas de P. virgatum. Barras = error estandar de la media.
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La estabilidad de las membranas celulares del vastago y de las raices, expresada como el PPE,
fue afectada por la solucién de incubacion (p < 0,0001), no asi por los pre-tratamientos (p =
0,07). Cada incremento del nivel de salinidad y de pH indujo incrementos del PPE del vastago
(PPEvV) y de la raiz (PPEr). El incremento de la salinidad de la solucién de incubacion de 25 a
100 mM afecté mas el PPEv y el PPEr respecto al control, que el incremento del pH de 6,4 a 9,3

(3,16 y 2,54; 1,92 y 2,32 veces mas, respectivamente) (Figura 10).

Ninguno de los factores evaluados afecté el contenido de MDA de los tejidos foliares.
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Figura 10. Efectos de diferentes niveles de salinidad y pH sobre el porcentaje de pérdida de
electrolitos del vastago (PPEvV) y de la raiz (PPEr) de plantulas de P. virgatum. Barras = error
estandar de la media. Letras distintas indican diferencia significativa segun el test LSD (p <

0,05).

Ambos factores, el pre-tratamiento y la solucion de incubacion, y su interaccion afectaron
significativamente el contenido de Na* del vastago (Tabla VII). Cada incremento de la salinidad
0 del pH indujo incrementos significativos del contenido de Na* del vastago de las plantulas de
semillas sin pre-tratar 6 pre-tratadas en agua, KCI 0,1 M 6 KCI 0,3 M. Las plantulas de semillas
pre-tratadas en KCI 0,45 M sélo mostraron incrementos del contenido de Na* del vastago ante
incrementos de la salinidad. El incremento del nivel de salinidad de 25 mM a 100 mM provoco,
en todos los casos, incrementos mayores del contenido de Na* que el incremento del pH de 6,4
a 9,3. El pre-tratamiento no afectd el contenido de Na* del vastago de las plantulas cultivadas
en la soluciéon control 6 25mM-pH6,4. En cambio, el contenido de Na* del vastago de las

plantulas cultivadas en 25mM-pH9,3 y pre-tratadas con KCI 0,45 M fue 1,63 veces menor en

Gago, Ayelén Manuela



41

relacion al control (sin pre-tratamiento). Todos pre-tratamientos de las semillas evaluados
indujeron una disminucién del contenido de Na* del vastago de las plantulas cultivadas en
salinidad (100mM-pH®6,4) con respecto al control (sin pre-tratamiento de la semilla), sin embargo

el pre-tratamiento en la solucién de KCI 0,45 M fue el mas efectivo (Figura 11).

Solamente la solucién de incubacién afect6 el contenido de Na* de la raiz (Tabla VII). Todas las
soluciones de incubacién evaluadas indujeron incrementos significativos del contenido de Na*
de la raiz respecto al control. El cultivo de las plantulas en soluciones 100 mM de sales de Na*
neutras o 25 mM de sales de Na* alcalinas provocé incrementos similares en el contenido de

Na* de la raiz (Figura 11).

Tabla VII. Efecto del pre-tratamiento, la solucion de incubaciéon y su interaccion sobre el
contenido de Na*, K* y relacion K*/Na* del vastago y de la raiz de plantulas de P. virgatum.

Letras distintas en la columna significa diferencia significativa segun el test LSD (p < 0,05).

Fuente de variacién Grados de :
libertad [Na*del vastago| Na* de la raiz |K* del vastago | K*de la raiz [K"/Na* vastaggd K'/Na® Raiz
Pre-tratamiento 4 < 0,0001 0,545 0,108 0,039 0,439 0,486
Sn de incubacién 3 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001
Pre-tratamiento*Sn de incubacién 12 < 0,0001 0,095 0,049 0,537 0,537 0,598
Error 56
Sn de Concentracién de cationes (mmol g PS) K/ Na*
incubacion K" del vastago K*de laraiz [Na*de laraiz| Vastago Raiz
Agua 1508 + 54 a 1618 + 123 a| 332+48a (33.61+3.01a|5.73+0.57a
25mM-pH6,4 1213+ 36 b 969 £ 61 b 1683+72b [2.78+0.14b | 0.58 £+ 0.04 b
25mM-pH9,3 445 + 18 d 551+18d |2731+135¢|0.63+0.03b[0.21+£0.01b
100mM-pH6,4 877 +t51c 764 £ 43 C 2927 +£90c [0.69+0.03b|0.26+0.01b
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2500 Vastago

LpS)

2000

1500

[Na+] (mmol g

1000

Control Agua KCI0,1 KCI 0,3 KCI 0,45

= Agua ®25mM-pH6,4 =25mM-pH9,3 = 100mM-pH6,4

4000 Raiz

Control Agua KCI 0,1 KCI 0,3 KCI 0,45
Pre-tratamiento

= Agua ®25mM-pH6,4 =25mM-pH9,3 =100mM-pH6,4

Figura 11. Efectos del pre-tratamiento con soluciones de KCI y la incubacion en soluciones con
diferentes niveles de salinidad y pH sobre el contenido de Na* del vastago y de la raiz de
plantulas de P. virgatum. Barras = error estandar de la media. Letras distintas indican diferencia

significativa segun el test LSD (p < 0,05).
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Ambos factores, pre-tratamiento y solucion de incubacion, tuvieron un efecto significativo sobre
el contenido de K* de la raiz (p = 0,039 y p < 0,0001), y no se detect6 interaccién entre ellos
(Tabla VII). El contenido de K* de la raiz se redujo con incrementos de la concentracién salina y

del pH. Ningun pre-tratamiento incremento el contenido de K* respecto al control (Figura 12).

El incremento del pH de 6,4 a 9,3 en presencia de 25 mM de sales de Na* produjo una
disminucién mas marcada en el contenido de K* del vastago y de la raiz que el incremento de la
salinidad de 25 a 100 mM. La reduccion del contenido de K* de la raiz fue mayor que el
incremento del contenido de Na*de la misma en relacion al control en todas las soluciones de

cultivo evaluadas (Figuras 11y 12).

Solamente el factor soluciéon de incubacion afecté el resto de los parametros, i.e. contenido de

K* del vastago y relacion K*/Na* del vastago y de la raiz (Tabla VII).
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Control Agua KCI 0,1 KCI 0,3 KCI 0,45
Pre-tratamiento

= Agua ®25mM-pH6,4 =25mM-pH9,3 =100mM-pH6,4
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2500 Raiz

2000

1500

1000

[K*] (mmol g1 PS)

500

Control Agua KCI 0,1 KCI 0,3 KCI 0,45
Pre-tratamiento

= Agua ®25mM-pH6,4 =25mM-pH9,3 = 100mM-pH6,4

Figura 12. Efectos del pre-tratamiento con soluciones de KCI y la incubacion en soluciones con
diferentes niveles de salinidad y pH sobre el contenido de K* del vastago y de la raiz de

plantulas de P. virgatum. Barras = error estandar de la media.

Todas las soluciones de incubacion evaluadas provocaron una reduccion similar de la relacion
K*/ Na* del vastago y la raiz en relacién al control. En cada tratamiento, la relacion K*/ Na* del

véastago fue superior a la de la raiz (Figura 13).
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Figura 13. Efectos del pre-tratamiento con soluciones de KCI y la incubacion en soluciones con
diferentes niveles de ssalinidad y pH sobre la relacion K*/ Na* del vastago y de la raiz de

plantulas de P. virgatum. Barras = error estandar de la media.
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6. 3. Experimento 3. Efecto del pre-tratamiento en agua y en soluciones de diferentes
hormonas vegetales sobre la germinacién de semillas de P. virgatum bajo estrés salino y

alcalino.

Ambos factores, i.e. pre-tratamiento de las semillas y solucién de incubacion, y su interaccion
tuvieron un efecto significativo sobre la G, VG y Tso (Tabla VIII). Considerando la existencia de
interaccion entre ambos factores para todas las variables evaluadas, se analiz6 el efecto del
pre-tratamiento dentro de cada solucion de incubacién y el efecto de la solucién de incubacion

dentro de cada pre-tratamiento.

Tabla VIII. Andlisis de la varianza (ANVA) del efecto del pre-tratamiento y la incubacion para la

germinacion acumulada (G), tiempo al 50 % de la germinacién (Tso) y velocidad de germinacion

(VG).
p
Fuente de variacion G Tso VG
Pre-tratamiento 0,0159 < 0,0001 < 0,0001
Sn de Incubacién < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001
Pre-tratamiento*Sn de Incubacién 0,0019 < 0,0001 < 0,0001

Los valores de G de los tratamientos 25mM-pH6,4, 25mM-pH9,3 y 50mM-pH6,4 fueron
similares al control, independientemente del pre-tratamiento aplicado. Los valores de G de las
semillas incubadas en 100mM-pH6,4 fueron similares al control, s6lo se redujeron en menos de
un 12 % en las pre-tratadas en GAs-0,3 y GAs-0,6. La G de las semillas incubadas en 50mM-
pH9,3 difirié significativamente del control para todos los pre-tratamientos evaluados (p <
0,0001). La incubacién en 100mM-pH9,3 inhibi6 completamente la germinacion, por lo tanto

estos resultados no se incluyeron en el andlisis estadistico.
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Las respuestas del Tso y la VG a las distintas soluciones de incubacién fue variable segun el
pre-tratamiento considerado y los datos no mostraron una tendencia clara (datos no mostrados).
Sélo en el G de semillas incubadas en 50mM-pH9,3 el pre-tratamiento mostré un efecto
significativo (Tabla 1X). Las semillas pre-tratadas en agua y CIN-0,5 mostraron G menores que
las no pre-tratadas (Figura 14). Ademas, en esta solucion de incubacion se observaron
plantulas anormales (Peretti, 1994): elongacion del coledptile con retraso o ausencia de

emergencia de radicula (Figura 15).

Tabla IX. Analisis de la varianza (ANVA) del efecto del pre-tratamiento dentro de cada
tratamiento de incubacién para la germinacion acumulada (G), tiempo al 50 % de la

germinacion (Tso) Y velocidad de germinacion (VG) dentro de cada nivel de salinidad y pH.

Snde Grados de p
Incubacion libertad G Tso VG
Agua 10 0,727 < 0,0001 0,0005
25mM-pH6,4 10 0,6994 < 0,0001 0,001
25mM-pH9,3 10 0,3182 < 0,0001 < 0,0001
50mM-pH6,4 10 0,5841 0,06 0,021
50mM-pH9,3 10 0,023 0,0121 0,042
100mM-pH6,4 10 0,7819 < 0,0001 0,058
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Pre-tratamiento de las semillas

Figura 14. Efectos de diferentes pre-tratamientos: sin pre-tratamiento (C); agua (A), soluciones
de &cido giberélico (AGs, mM) 0,15; 0,3; 0,6 y 1,2 mM; &cido salicilico (AS, mM) 0,1; 05y 1y
cinetina (CIN, mM) 0,25 y 0,5 sobre la germinacién acumulada (G) de semillas de P. virgatum
incubadas en 50mM-pH9,3. Barras = error estandar de la media. Letras distintas indican

diferencia significativa segun el test LSD (p < 0,05).

Figura 15. Plantulas anormales de P. virgatum incubadas en 50mM-pH9,3.
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El pre-tratamiento tuvo un efecto significativo sobre el Tso en todas la soluciones de incubacion,

excepto en 50mM-pH6,4 (Tabla IX).

Diferentes pre-tratamientos fueron efectivos en la reduccién del Tso de las semillas incubadas
en agua, 25mM-pH6,4 y 25mM-pH9,3 respecto del control sin pre-tratar. Sin embargo, ninguno
de los reguladores del crecimiento vegetal evaluados redujo el Tso de las semillas respecto del
pre-tratamiento en agua. Por su parte, el pre-tratamiento en agua increment6 significativamente
el Tso de las semillas incubadas en 50mM-pH9,3, respecto al control sin pre-tratar. Si bien
numerosos pre-tratamientos redujeron significativamente el Tso de semillas incubadas en
100mM-pH6,4 respecto del control, las semillas pre-tratadas con AS-0,1 y AS-0,5 se

diferenciaron significativamente incluso respecto del pre-tratamiento en agua (Figura 16).

10 Agua
9
8
7
6
S
3 5
|_
4 4 [ —
3 4 | I—
2 4 | -
l 4 | -
0 i I— | -
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Pre-tratamiento de las semillas
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Figura 16. Efectos de diferentes pre-tratamientos: sin pre-tratamiento (C); agua (A), soluciones
de &cido giberélico (AGs, mM) 0,15; 0,3; 0,6 y 1,2 mM; &cido salicilico (AS, mM) 0,1; 0,5y 1y
cinetina (CIN, mM) 0,25 y 0,5 sobre el tiempo al 50% de germinacion (Tso) de semillas de P.

virgatum incubadas en agua; 25mM-pH6,4; 25mM-pH9,3; 50mM-pH9,3 y 100mM-pH6,4. Barras
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= error estandar de la media. Letras distintas indican diferencia significativa segun el test LSD

(p = 0,05).

El pre-tratamiento tuvo un efecto significativo sobre la VG en todas la soluciones de incubacion,

excepto en 100mM-pH6,4 (Tabla 1X).

El pre-tratamiento de las semillas incubadas en agua, 25mM-pH6,4 y 25mM-pH9,3 con distintas
concentraciones de GAz y AS, incrementaron la VG respecto del control, pero no en relacion al
pre-tratamiento en agua. El pre-tratamiento con GAs-1,2 aumenté significativamente la VG
respecto al control en las semillas incubadas en 50mM-pH6,4. El pre-tratamiento en agua redujo

2,2 veces la VG de las semillas incubadas en 50mM-pH9,3 respecto del control (Figura 17).
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Figura 17. Efectos de diferentes pre-tratamientos: sin pre-tratamiento (C); agua (A), soluciones
de &cido giberélico (AGs, mM) 0,15; 0,3; 0,6 y 1,2 mM; &cido salicilico (AS, mM) 0,1; 0,5y 1y
cinetina (CIN, mM) 0,25 y 0,5 sobre el tiempo al 50% de germinacién (Tso) de semillas de P.
virgatum incubadas en agua; 25mM-pH6,4; 25mM-pH9,3; 50mM-pH6,4 y 50mM-pH9,3. Barras
= error estandar de la media. Letras distintas indican diferencia significativa segun el test LSD (p

<0,05).

Transcurridos 18 dias desde el comienzo de la imbibicién, las semillas remanentes (no
germinadas) de todos los tratamientos se transfirieron a incubacion en agua durante 7 dias. Las
semillas incubadas inicialmente en 50mM-pH9,3 y 100mM-pH9,3, al ser incubadas en agua, no
alcanzaron valores de germinacion similares al control independientemente del pre-tratamiento.
La G en agua de las semillas remanentes (media + EEM) fue de 1,11 + 0,27 y 2,33 = 0,64,

respectivamente.
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7. DISCUSION

La solucion edafica de los suelos salino/ sodicos de la zona de la Cuenca del Salado muestran,
en general, valores muy altos de pH (9 a 9,5) y moderados de CEs (4 a 5 dS m?) (Myazinsky,
1995). Sin embargo la alternancia de periodos hiumedos y secos, modifica el estado hidrico del
suelo y en consecuencia la concentracion salina del mismo. De este modo los valores de
conductividad de la solucion del suelo pueden ser mayores a los mencionados.

La germinacion y el crecimiento inicial de las plantulas son estadios criticos en el desarrollo
vegetal (Zhang, 2012; Khan et al., 2009; Taghvaei et al., 2012; Wang et al., 2011; Tsegay VY
Gebreslassie, 2014). La implantacion de pasturas de especies megatérmicas en suelos con
problemas de halomorfismo desde la superficie suele ser errdtica y se han registrado
numerosos casos de implantacién fallida (Otondo, 2011; Grabiwsky et al., 2002). Entre las
principales limitantes para el logro de un stand adecuado de plantas se encuentran el alto
porcentaje de semillas vanas, el bajo poder germinativo, la dormicion de semillas y el bajo vigor
de las plantulas. A ello se le suman las caracteristicas propias del suelo (exceso o déficit de
humedad, salinidad, alcalinidad y deficiencia de nutrientes), la preparacién de la cama de
siembra, el método y la profundidad de siembra, la competencia con otras especies, entre otros
factores (Bandera et al., 2012).

En presencia de niveles bajos de sales de Na* (25 mM), C. gayana muestra una rapida
imbibicion y germinacion. Méas del 80 % de las semillas germinaron dentro de los tres primeros
dias después de la siembra, en coincidencia con lo publicado por Taleisnik (1997). Por su parte,
la presencia de cubiertas seminales gruesas en P. virgatum imponen una imbibicibn mas lenta
(Jenseny Boe, 1991; Tsegay y Grebeslassie, 2014) y en consecuencia un Tso mayor que el de
C. gayana. En las condiciones de incubacion control utilizadas en este estudio (25mM-pH6,4),

las semillas de C. gayana y P. virgatum muestran valores de Tsp de 2,07 y 5,09 dias,
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respectivamente. Esta ventaja de C. gayana sobre P. virgatum respecto del Tso se mantiene
incluso bajo condiciones de estrés salino y alcalino. La incubacién en 100mM-pH9,3 y 100mM-
pH10 induce un incremento mas marcado del Tso de P. virgatum (4,2 y 4,09 veces,
respectivamente) que del Tso de C. gayana (1,36 y 1,60 veces, respectivamente), en relacion a

las semillas de cada especie incubadas en solucion control.

Tanto C. gayana como P. virgatum presentan valores de germinacion acumulada en relacién a
la germinacion en agua superiores al 90 % en niveles bajos de salinidad (25 mM)
independientemente del pH, y niveles moderados de salinidad (100 mM) y pH neutro. Estos
resultados coinciden con los reportados por otros autores para C. gayana (Avaca et al., 2015;
Wehr et al., 2016; Garcia et al., 2013) y P. virgatum (Liu et al., 2014; Dan et al. 2010). Sin
embargo, C. gayana presentdé mayor tolerancia que P. virgatum a condiciones de salinidad
moderada (100 mM) y alcalinidad (pH = 9,3) durante la etapa de germinacion. La reduccién del
porcentaje de germinacion en tales condiciones respecto del control fue de 58,54 % para el

caso de C. gayana y de 92,09 % para P. virgatum.

A partir de la comparacion de la germinacién de semillas de P. virgatum incubadas en tres
niveles de sales de Na*y pH neutro o alcalino, se observé que el incremento del pH afecta las
variables relacionadas a la germinacion en funcion del nivel de salinidad considerado. En
presencia de 25 mM de sales de Na*, el incremento del pH no afecta la G, el Tso ni la VG. En
cambio, el incremento del pH en presencia de 50 mM de sales de Na* reduce la G, VG e
incrementa el Tso; y en presencia de 100 mM de sales de Na" se inhibe completamente el
proceso germinativo. Ademas, las reducciones de los valores de G y VG inducidas por la
salinidad, alcalinidad y la combinacién de ambos factores muestran que el efecto negativo
generado por la incubacién con sales alcalinas no se debe solamente a los efectos individuales

de la salinidad y la alcalinidad, sino que existe un efecto sinérgico. Liu et al (2014) evaluaron el
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efecto del estrés salino/ alcalino sobre la germinacion y crecimiento inicial de plantulas de P.
virgatum y observaron que la G fue superior al 80 % hasta niveles de salinidad de 60 Mm y pH=
7, a partir de alli, cada incremento de la salinidad y/o alcalinidad la redujo marcadamente.
Estos autores observaron un efecto sinérgico del estrés salino/alcalino sobre el porcentaje de
germinacion, la longitud de la plumula, el contenido de azucares solubles, el contenido de MDA
y prolina en las plantulas. El sinergismo de la salinidad/ alcalinidad sobre diferentes parametros
de crecimiento y desarrollo se hallé en otras especies como trigo (Taleisnik et al., 1997), alfalfa
(Li et al., 2010a), Lathyrus quinquenervius (Zhang y Chun-Sheng, 2009) y Spartina alterniflora

(Li et al., 2010Db).

Una de las mayores limitantes para la adopcion de P. virgatum como una alternativa en el
planteo forrajero es su pobre establecimiento, afectado por el tamafio y la dormicion de las
semillas (Duclos et al., 2013; Haynes et al.,1997; Grabowski et al., 2002; Checovich y Ruiz,
2012), el lento crecimiento de las plantulas (Madakadze et al., 2010), la interaccién entre la
profundidad de siembra y el tipo de suelo (Berti y Johnson , 2013; Aiken y Springer , 1995) y la
poca habilidad para competir con la malezas (Mitchell et al., 2016).

El pre-tratamiento o priming de las semillas es una técnica de pre-siembra que podria permitir
mejorar la germinacion de P. virgatum bajo las condiciones de salinidad y alcalinidad descriptas.
El priming con distintas concentraciones de KCI no increment6 la germinacion acumulada de
las semillas de P. virgatum incubadas en agua y en soluciones salino/ alcalinas. Por el contrario,
el hidro-priming y el priming con CIN-0,5 redujeron significativamente la germinacion de las
semillas incubadas en 50mM-pH9,3 respecto al control.

Por otro lado se observa que el priming de las semillas de P. virgatum tiene efectos diferentes
sobre la G, VG y Tso de acuerdo a la solucién de incubacion. El hidro-priming de las semillas

incubadas en agua, 25mM-pH6,4 y 25mM-pH9,3 no afecté la G pero redujo el Tso € incremento

Gago, Ayelén Manuela


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669012002130
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669012002130
http://www.ars.usda.gov/pandp/people/people.htm?personid=31809

59

la VG respecto al control. En cambio, el hidro-priming tuvo un efecto negativo sobre todas las
variables evaluadas de las semillas incubadas en 50mM-pH9,3. En la bibliografia se citan
también otros casos en que, bajo ciertas condiciones, el efecto del priming sobre la germinacién
es negativo. Por ejemplo, Varier et al. (2010) observaron que el pre-tratamiento reduce la
longevidad de semillas de elevado vigor. Hussain (2015) observé una reduccion del 87,1 % en
el porcentaje de germinacion de semillas de arroz (Oryza sativa L.) pre-tratadas en agua,
polietilenglicol 6 espermidina y almacenadas durante 210 dias a 25 °C respecto del control
(semillas frescas no pre-tratadas), mientras que en semillas sin pre-tratar e iguales condiciones
de almacenamiento la reduccion fue solo del 8,5 %. El pre-tratamiento en agua o con hormonas
vegetales (mezcla comercial Stimulate ®, GAz 50 mg. L, CIN 90 mg. L'y &cido indolbutirico 50
mg. L) redujo la germinacién de las semillas y el vigor de plantulas de maiz tras un periodo
de almacenamiento (30 dias) (Pallaoro et al., 2016). El pre-tratamiento con manitol en dos
especies medicinales, Melissa officinalis L. y Cuminum cyminum L. redujo el porcentaje de
germinacion en agua (Younesi y Moradi, 2015).

La incubacién las de semillas de P. virgatum en 50 mM de sales de Na* alcalinas (pH = 9,3)
indujo la formaciébn de  plantulas anormales, independientemente del pre-tratamiento.
Condiciones de estrés hidrico y salino también promovieron la formacién de plantulas
anormales (crecimiento radicular nulo tras su emergencia desde la semilla) en Brassica napus
L. (Heshmat et al., 2011).

Luego de la incubacion en agua, los valores de germinacion acumulada de las semillas
incubadas inicialmente en 50mM-pH9,3 y 100mM-pH9,3 fueron menores al 3 %, y en ningln
caso alcanzaron valores similares al control. Esto muestra que la incubacién en agua no revirtio
los efectos de la incubacion en medios salino-alcalinos. De manera similar, Taleisnik et al.
(1998) observaron que semillas de P. coloratum que no germinaron en una solucion de NacCl

200 mM, tampoco germinaron, o germinaron en muy bajo porcentaje al ser incubadas luego en
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agua destilada, por lo que los autores estimaron que las semillas perdieron la viabilidad. Niveles
elevados de salinidad también pueden inducir la dormicion de las semillas, debido a cambios en
el balance hormonal de las mismas: incremento en el contenido de ABA (acido abscisico) y
reduccion del contenido de giberelinas. El-Keblawy (2010) encontré que la inhibicion de la
germinacion de semillas de P. turgidum impuesta por salinidad (200 mM de NaCl) es aliviada,
completa o parcialmente, por la aplicacion de giberelinas, fusicoccin, cinetina y thiourea. En
trigo, el pasaje a incubacién en agua sélo incrementd el porcentaje de germinacién a valores
similares al control en el caso de semillas incubadas inicialmente en salinidad moderada (20-
80mM y pH = 6,5), mientras que el efecto de la incubacion en medio salino/alcalino (60-80mM y
pH = 9) tuvo un efecto irreversible. Esto sugiere que el pH elevado del medio lleva a una
descomposicion estructural y muerte de las semillas, en tanto que la salinidad sélo retrasa el

proceso de germinacion (Guo et al., 2010).

Los tratamientos de priming con diferentes concentraciones de KCI redujeron significativamente
el Tso respecto al control, sin embargo el hidro-priming fue el més efectivo. El priming con
soluciones salinas de NaCl y CaCl. (-0,1 MPa) de semillas de la especie arborea Calotropis
procera L. mejord la germinacién y la velocidad de germinacion (calculada como 1/ tiempo
medio de germinacion) en todos los niveles de salinidad evaluados (-0,01 a -0,15 MPa)
(Taghvaei et al., 2012). Todos los reguladores de crecimiento a las concentraciones evaluadas
en este trabajo (excepto CIN-0,5) indujeron la reduccién del Tso de las semillas incubadas en
agua, 25mM-pH6,4 y 25mM-pH9,3 en relacion al control. Sin embargo, ningan pre-tratamiento
logré superar significativamente los efectos del pre-tratamiento en agua. La VG mostré una
respuesta similar. Segun Bajehbaj (2010) la mayor velocidad con la que se produce la
germinacion en semillas de girasol pre-tratadas respecto a las semillas sin pre-tratar se debe a

que esta técnica mejora la eficiencia en la absorcién de agua de las semillas y permite que la
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actividad metabdlica se inicie mucho antes de la emergencia de la radicula, probablemente

debido al efecto estimulatorio en la divisiéon celular.

La diferencia de potencial hidrico entre la semilla y la solucién de imbibicion es el principal factor
que afecta la tasa con la que el agua fluye entre ambos. La presencia de osmolitos en solucion,
en este caso KClI, disminuye el potencial osmético, lo cual disminuye el gradiente de potencial
hidrico entre la solucién y la semilla, y por consiguiente reduce la tasa de absorcion. En girasol,
la mayor tasa de absorcién, y no la cantidad total de agua absorbida, fue la responsable del
menor tiempo necesario para iniciar el proceso de germinacién de semillas pre-tratadas en agua
respecto de aquellas pre-tratadas en solucion salina (Kaya et al., 2006). Existen antecedentes
en los que el pre-tratamiento en agua, una técnica accesible y de bajo costo, fue también la mas
efectiva (Caseiro et al., 2004; Fujikura et al., 1993; Heshmat et al., 2011; Abbasdokht et al.,

2010).

El pre-tratamiento de las semillas de P. virgatum con 1,2 mM de GA; redujo la VG de las
semillas incubadas en la solucion 50 mM de sales de Na* neutras (pH = 6,4).
Madakadze (2010) informé que el priming con GAs 1 mM incrementd y acelerd la germinacion
final de las semillas de P. virgatum cv. New Jersey incubadas en aguaa 8y 16 ° C. El priming
con GAs; 3 mM incremento6 tanto el porcentaje de germinacién como la velocidad de germinacion
de Penstemon digitalis cv. Husker Red (Machado de Mello et al., 2009). El pre-tratamiento con
GAs (0,06 mM) incrementé la velocidad de germinacion (semillas germinadas por dia), la
longitud de la plumula y de la raiz de plantulas de maiz, debido a un aumento de la actividad
enzimatica (Saeedipour, 2013). En cebada (Hordeum vulgare L.) se observé que el priming con
GAs (0,15 mM) aumento la velocidad de germinacion debido a una mayor movilizacion de las

reservas, especialmente bajo condiciones de estrés salino (Tabatabaei, 2014).
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El pre-tratamiento con soluciones 0,1 y 0,5 mM de AS redujo el Tso (22,38 y 20,81 %), e
incrementod la VG (26,75 y 29,11 %) y la G (6,03 y 9,45 %) de semillas de P. virgatum cv.
Shawnee incubadas en 100 mM-pH6,4, en relacion las semillas sin pre-tratar. El priming con
AS podria incrementar la tolerancia a niveles moderados de salinidad y pH neutro durante la
germinacion, lo cual permitiria el establecimiento del cultivo en menor tiempo. Numerosos
estudios previos han postulado al AS como una molécula involucrada en la induccion de
tolerancia ante condiciones de estrés vegetal, tanto bidtico (plagas, enfermedades) como
abidtico (sequia, salinidad, altas y bajas temperaturas) (Rajjou et al. 2006; Borsani, et al. 2001;

Afzal et al., 2009).

Muchos autores consideran que el AS esta involucrado en la respuesta al estrés a través del
proceso de sefalizacibn, mas que debido a un efecto directo (Senaratna et al., 2000; Singh y
Usha, 2003; Gunes et al.,, 2007). El priming de las semillas con AS mejora la tolerancia a
estreses abidticos (salinidad y bajas temperaturas, principalmente) a través de una mayor y mas
rapida germinacion y mayor crecimiento de las plantulas en trigo (Afzal et al., 2006) y maiz
(Ahmad et al., 2012; Farooq et al., 2008), activacion de mecanismos de proteccion contra el
dafio oxidativo en maiz (Farooq et al., 2008; Ahmad et al., 2012) y arabidopsis (Borsani et al.,
2001), mayor division celular en el meristema apical de las raices de trigo, lo cual afecta
también el balance hormonal (auxinas, citoquininas y ABA) (Afzal et al., 2006), mantencion del
contenido hidrico de los tejidos, reduccion de la permeabilidad de la membrana en maiz (Farooq
et al., 2008), e incremento del contenido de pigmentos fotosintéticos y del area foliar en Vicia

faba L. (Azooz et al. , 2009).

De los factores evaluados en este trabajo, sélo la mayor concentracion salina (100 mM) indujo
una disminucion leve del contenido de agua de las plantulas de P. virgatum, cuantificado a

través del CRA. El CRA de las plantulas cultivadas en 100mM-pH6,4 fue un 5,85 % menor en
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relacion al control. El incremento del pH no afecto el CRA en presencia de 25 mM de sales de
Na*. En general, la disminucion del CRA de 100 % a 90 % se relaciona con la reduccion de la
expansion celular y el cierre del poro estomatico en la hoja. (Gonzalez y Gonzalez-Vilar, 2001;
Soares-Cordeiro et al., 2009). Hu (2015) encontr6 variaciones del contenido relativo de agua en
lineas de P. virgatum sometidas a condiciones de estrés salino/ alcalino (150 mM de una
mezcla en relacién 1:1 de sales de Na* alcalinas y pH 9,5) de entre 1 y 31 % en relacion al
control (cultivo en solucion nutritiva sin el agregado de sales de Na*). Guo (2010) también
observé que el incremento de la concentracion salina a partir de 60 mM de sales de Na* o del
pH de 6,5 a 9 en la solucién de incubacion redujo el contenido de agua de los vastagos y
raices de plantulas de trigo. Dicho efecto fue mas marcado bajo condiciones de estrés salino/
alcalino (60/ 80 mM de sales de Na* y pH = 9) que en respuesta al estrés generado por cada
factor en forma individual, y en las raiz respecto al vastago. En Lupinus angustifolius cv.
Yandee, el incremento del pH de la solucién de cultivo de 5,2 a 7,5 redujo el potencial hidrico
un 36 % a los 19 dias de haber iniciado el tratamiento (Tang et al., 1993). En avena (Avena
sativa L.), la incubacion en 168 mM de sales de Na' neutras redujo significativamente el
contenido de agua en relaciéon al control. En cambio, niveles salinos 3,5 veces menores (48
Mm) en medio alcalino (pH = 10) indujeron una reduccién del contenido de agua de mas del 25

% (Gao et al., 2014).

Diversos factores de estrés ambiental inducen la acumulacion de especies reactivas de oxigeno
(Azevedo Neto et al., 2006; Singh et al., 2007; Pang y Wang, 2008, entre otros), las cuales al
reaccionar con las membranas celulares generan la formacién de productos toxicos, tales como
el MDA, y aumentan la permeabilidad de las mismas, lo cual favorece la pérdida de electrolitos
(Ella et al., 2003; Peng et al., 2008). Por lo tanto, el PPE y el contenido de MDA permiten

estimar el dafio a nivel de las membranas generado por el estrés salino/alcalino. La incubacion
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de plantas de P. virgatum en salinidad moderada y pH neutro (100mM-pH6,4) y baja salinidad
y pH alcalino (25mM-pH9,3) indujeron mayores incrementos del PPEv (3,16 y 2,55 veces) que
del PPEr (2,32 y 1,92 veces), en relacion a los de las plantas cultivadas en solucién nutritiva sin
el agregado de sales de Na* y pH = 6,4. El PPEr fue superior al PPEv en todos los tratamientos.
Hu (2015) encontré variaciones en el porcentaje de pérdida de electrolitos en lineas de P.
virgatum sometidas a condiciones de estrés salino/alcalino (150 mM de una mezcla en relacion
1:1 de sales de Na* alcalinas y pH 9,5) de entre 44 y 184 % en relacién al control (cultivo en
solucién nutritiva sin el agregado de sales de Na*). En plantulas de alfalfa el incremento del pH
de 7 a 9 no afecté la pérdida de electrolitos foliares en presencia de 96 mM de sales de Na*, sin
embargo en presencia de 120 mM de sales de Na* la incrementé significativamente (Peng et

al., 2008).

Ni la salinidad ni el pH de la solucion de incubacion afectaron el contenido de MDA de las

plantas de P. virgatum cv. Shawnee.

Tanto el incremento de la salinidad de 25 a 100 mM como el incremento del pH de 6,4 a 9,3
afectaron el PSry el PSv. El PSr fue més sensible al aumento la concentracion salina y del pH
que el PSv. Esta mayor sensibilidad parece estar asociada al hecho de que las raices estan en
contacto directo con la solucion de cultivo (Liu et al. ,2014; Tsegay y Gebreslassie 2014,
Abraha y Yohannes, 2013; Azooz, 2009). La reduccion del crecimiento de la planta
(cuantificado a través del PSv y PSr) por el aumento en la concentracion salina de la solucion
de incubacion es una respuesta comin a numerosas especies (para revisiones ver Munns,
2002; Parida y Das, 2005; Zhu, 2001 .Dkjili y Anderson (1990) observaron una reduccion del
peso seco ante incrementos en la salinidad del suelo y/o agua de riego, con una disminucion
mas marcada de peso seco de las raices que de la parte aérea. En alfalfa el incremento de la

salinidad (de 0 a 120 mM) indujo una reduccion de peso seco de la raiz mayor que la
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correspondiente al vastago (Peng et al., 2008). En Hibiscus rosa-sinensis cv Bimini Breeze el
incremento en la concentracibn de NaHCO3; (de 2,5 a 10 mM) también produjo una mayor
reduccién del peso seco de las raices que de la parte aérea (Valdez Aguilar y William Reed,
2006). En cambio el incremento de la concentracion de sales de Na* alcalinas y neutras (de 0 a
80 mM) redujo la velocidad relativa de crecimiento en mayor medida en el vastago que en la
raiz (Guo et al., 2010). El estrés salino/ alcalino tuvo un efecto sinérgico sobre la biomasa total
de las plantulas de Lotus tenuis (Paz et al., 2012) y alfalfa (Peng et al., 2008) respecto del

estrés generado por cada factor en forma individual.

Si bien el incremento en la salinidad y alcalinidad redujeron el PSr y PSv, tales reducciones
fueron menores para el caso de plantulas emergidas de semillas pre-tratadas. Todas las
concentraciones de KCI evaluadas (0,1; 0,3 y 0,45 M) indujeron un incremento significativo del
PSr respecto del control sin pre-tratar. Todos los pre-tratamientos, incluso el pre-tratamiento en
agua, indujeron un incremento del PSv en relacién al control. En otras especies se observaron
respuestas similares. El priming con NaCl (-0,1 MPa) incrementé el peso seco de plantulas de
Calotropis procera L. incubadas en una solucién de NaCl y CacCl; en relacién 1:1 (-0,05 MPa)
(Taghvaei et al. ,2012); el priming con KNOs (-1,0 MPa) redujo el efecto de la salinidad (solucién
de NaCl de 5 a 25 dS m 1) sobre el peso seco de las plantulas de girasol (Bajehbaj, 2010) y el
priming de las semillas con NaCl 6 mM incrementd el peso seco de las plantulas de maiz
cultivadas en condiciones de salinidad (entre 34 mM y 103 mM de NacCl), respecto a las
obtenidas de semillas sin pre-tratar, (Abraha y Yohannes, 2013). El priming con soluciones de
NaCl 0,2 My KNO3 0,3 M increment0 el peso seco de plantulas de colza (Brassica napus L.)
incubadas en condiciones de salinidad (entre 50 y 200 mM de NaCl y CacCl,, relacion 1:1)

(Mohammadi, 2009). El incremento del PS de las plantulas inducido por el priming puede
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deberse al inicio temprano de la germinacién y una mayor velocidad de division celular en el
apice radicular (Farooq, 2006).

Niveles bajos de iones Na'y altos de K* en el citoplasma celular aseguran el cumplimiento de
procesos enzimaticos esenciales (Munns et al., 2006). Bajo condiciones de salinidad edéfica,
grandes cantidades de Na* se acumulan en las células mientras que se reduce la absorcién de
K* (para revisiones ver Munns, 2002; Maathuis y Amtmann, 1999; Hasegawa et al., 2000). Dado
el potencial electroguimico negativo de la membrana, un aumento en la concentracion
extracelular de Na* favorece el ingreso pasivo de este i6n a través de canales transportadores
de baja afinidad de K*, pues ambos iones poseen un radio de hidratacion similar (Blumwald,
2000). Una relacion K*/ Na* baja reduce el crecimiento y eventualmente puede tornarse toxica
(Viégas et al., 2001).

Cada incremento del nivel de salinidad o pH indujo incrementos significativos del
contenido de Na* del vastago en las plantulas de P. virgatum obtenidas a partir de semillas sin
pre-tratar o pre-tratadas en agua, KCI 0,1 M 6 KCI 0,3 M. El incremento del contenido de Na*
fue mas sensible al incremento del nivel de salinidad (de 25 mM a 100 mM) que al incremento
del pH (6,4 a 9,3). Esto coincide con los efectos de la salinidad y del pH sobre la PPEv y PPEr.
Los contenidos de Na* y K* de las raices fueron sensibles tanto al incremento de la salinidad
como del pH. Al igual que lo observado para el PS, los cambios de los contenidos de Na*y K*
inducidos por la salinidad y la alcalinidad fueron mas extremos en las raices que en los
vastagos. En cada tratamiento, el incremento en el contenido de Na* fue mayor que la
correspondiente reduccion en el contenido de K* de la raiz en relacién al control. El incremento
del pH de 6,4 a 9,3 produjo una disminucion mas marcada en los contenidos de K* del vastago
y de la raiz que el incremento de la salinidad (de 25 a 100 mM). Respuestas similares se
observaron en plantas de Chloris virgata (Yang et al. 2010), trigo (Yang et al. 2008) y avena

(Gao et al., 2014) cultivadas en diferentes combinaciones de salinidad (40 a 200 mM, 15 a 75
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mM, 48 a 168 mM, respectivamente) y pH alcalino (pH = 10). Todas las soluciones de cultivo
evaluadas provocaron una reduccion similar de la relacion K*/ Na* del vastago y la raiz respecto
al control. La reduccién porcentual de los valores de la relacion K*/ Na* inducida por los distintos
tratamientos salino/alcalinos, en relacion al control, fueron mayores en el vastago que en la raiz.
Esto se explica por el incremento del contenido de Na* mas que por la reducciéon del contenido
de K. El cultivo en salinidad moderada (100mM-pH6,4) indujo incrementos del contenido de
Na* del vastago y la raiz de 30,14 y 8,31 veces, respectivamente, mientras el contenido de K*
se redujo solamente 1,72 y 2,11 veces, respectivamente, en relacion a los contenidos de las
plantas cultivadas en solucion nutritiva sin el agregado de sales de Na*. Sin embargo, en
valores absolutos la relacion K*/ Na* del vastago fue siempre mayor a la correspondiente a la
raiz. El incremento del contenido de Na* y la reduccion en el contenido de K* son respuestas
comunes en numerosas especies ante un aumento de la concentracién de sales de Na* del
medio de cultivo. En plantas de trigo el estrés salino y salino/alcalino indujeron el incremento del
contenido de Na* y la reduccién de la relacion K*/ Na*. El efecto fue mas marcado bajo
condiciones de estrés alcalino que salino (Yang et al., 2008) y en las raices con respecto al
vastago (Guo et al., 2010). El cultivo de plantas de Lotus tenuis L. en una solucién 90 mM de
NacCl, con o sin el agregado de NaHCO; (10 mM), indujo una reduccién de la relacion K*/ Na*
respecto al control (Paz et al., 2012). Incremento y disminucién de los contenidos de Na*y K,
respectivamente, se observaron ante un aumento de la concentracion de sal de Na* neutra
(NaCl) en la solucion de crecimiento en C. gayana (Taleisnik et al., 1997), Eucalyptus
camaldulensis y E. teretcornis (Nasim et al., 2008), y la concentracién de sal de Na* alcalina
(Na2CO:3) en Vicia faba L. (Radi et al., 2012) o de la sodicidad ( expresada como PSI ) en arroz

(Sharma, 1986).
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La salinidad y la alcalinidad de la solucion de cultivo afectan la capacidad de absorcion
de iones de las raices, derivando en un desbalance iénico, mas acentuado en los pH elevados
(Wang et al., 2011). La remocién del Na* del citoplasma y su compartimentalizacion en la
vacuola es dependiente del gradiente electroquimico generado por las H*-ATPasas ubicadas en
la membranas plasmatica y el tonoplasto (Parida y Das, 2005). Las plantas son capaces de
excluir el Na* a espacios donde no resulta toxico para la célula a través de antiportadores Na*/
H* (Zhu, 2001; Hasegawa et al., 2000). La alcalinizacion del medio reduce la concentracion de
H* en solucion, en consecuencia se altera el potencial eléctrico de la membrana (Yang et al.
2008) y la actividad de los antiportadores Na*/ H*. Al respecto, en la hal6fita Chloris virgata, la
capacidad de ajustar el contenido de Na* en un medio alcalino (pH = 10) se mantiene en niveles
de salinidad menores a 120 mM, sin embargo incrementos en la concentracion salina conllevan
a un significativo ascenso del contenido de Na*, al superarse la capacidad de las células de

regular la absorcién y transporte de este i6n (Yang et al., 2010).

El pre-tratamiento de las semillas de P. virgatum no afect6 el contenido de Na* del vastago de
las plantulas cultivadas en solucién control 6 25mM-pH6,4. En cambio, el pre-tratamiento de las
semillas con una solucién 0,45 M de KCI redujo 1,6 veces el contenido de Na* del vastago de
las plantulas cultivadas en alcalinidad (25mM-pH9,3) en relacion a las obtenidas de las semillas
sin-tratar. Si bien todos los pre-tratamientos evaluados redujeron significativamente el contenido
de Na* de las plantas cultivadas en salinidad moderada (100mM-pH6,4) respecto al control sin
pre-tratar, el pre-tratamiento en solucion 0,45 M de KCI fue el mas efectivo. Las plantulas de
semillas pre-tratadas en KCl 0,45 M s6lo mostraron incrementos del contenido de Na* del
vastago ante un aumento en el nivel de salinidad. Otros autores también observaron un efecto
del priming sobre el contenido de Na* de plantulas cultivadas en presencia de NaCl en la

solucion de crecimiento. Farhoudi y Sharifzadeh (2006) informaron que el aumento de la
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concentracion de NaCl (de 0,4 a 16 dS m™) indujo incrementos significativos del contenido de
Na* de plantulas de colza (Brassica napus L.), sin embargo tales incrementos fueron menores
para el caso de plantulas emergidas de semillas pre-tratadas con NaCl (14 dS m™?). Plantas de
trigo emergidas de semillas pre-tratadas con KNOs (1,2 MPa) e incubadas en niveles crecientes
de salinidad (50 a 150 mM de NaCl) presentaron menor contenido de Na* en la hoja bandera
luego de 6 durante la antesis que aquellas emergidas de semillas sin pre-tratar e incubadas en
iguales condiciones (Abbasdokhta y Edalatpishehb, 2013). En maiz, el priming con NaCl (6 dS
m1) redujo un 10 % el contenido de Na* de plantulas respecto de las plantas control (obtenidas
de semillas sin pre-tratar) incubadas en condiciones de salinidad (solucién de NaCl de 6 dS m"
1. En trigo, el priming con CacCl; (50 mM) redujo la acumulaciéon de Na* de plantulas incubadas
en presencia de 125 mM de sales de Na* (Afzal et al., 2008). La mayor tolerancia impuesta por
el osmo-priming responderia a un incremento en la capacidad de osmoregulacién y una mayor

estabilidad de las membranas (Farhoudi y Sharifzadeh, 2006)

El priming de semillas de arroz con KCI (-1,35 MPa), indujo incrementos del contenido de K*, lo
cual se asocia directamente a la activacion de las a-amilasas y de forma indirecta a un
incremento de la velocidad de germinacién y del vigor de las plantulas (mayor peso, longitud, y
namero de raices secundarias) (Farooq, 2006). Sin embargo, ningln pre-tratamiento de osmo-
priming realizado a las semillas de P. virgatum incremento la concentracion K* de los tejidos de

los vastagos ni de las raices de las plantulas en relacion al control.
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8. CONCLUSIONES

A partir de la comparacién de las respuestas de semillas de C. gayana cv. Finecut y P. virgatum
L. cv. Shawnee a la incubacion en soluciones con diferentes concentraciones de sales de Na*
neutras o alcalinas se concluyé que:

e La presencia de 25 mM de sal, independientemente del pH, 6 100 mM con pH
neutro no modifica o disminuye levemente (10%) la germinacion acumulada de
ambas especies, respecto al control respectivo (sales de Na® 25 mM y pH 6,4). Sin
embargo, la combinaciéon de 100 mM y pH alcalino (9,3 6 10) reduce drasticamente
la germinacion.

e Las semillas de C. gayana expuestas a un nivel alto de estrés salino/alcalino (sal
100mM y pH 9,3 6 10) muestran valores méas elevados de germinacion acumulada
y velocidad de germinacion, y menores de tiempo al 50% de germinacién, que las

semillas de P. virgatum en esas mismas condiciones de incubacion.

A partir de semillas de P. virgatum L. cv. Shawnee sometidas a pre-tratamientos de hidro y
osmo-priming en soluciones 0,1; 0,3y 0,45 M de KCI e incubadas a diferentes concentraciones
de sales de Na* neutras o alcalinas se observé que:

e Elincremento del pH de 6,4 a 9,3 no afecta el Tsoni la velocidad de germinacién de las
semillas en presencia de 25 mM de sal. En presencia de 100 mM el incremento del pH
inhibe completamente la germinacion.

e Ningun tratamiento de osmo-priming incrementa la germinacién acumulada respecto al

control.
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Todos los tratamientos de osmo-priming reducen el tiempo al 50% de germinacion e
incrementan la velocidad de germinacién, sin embargo el hidro-priming supera el efecto

de las tres concentraciones de KCI.

En plantulas de P. virgatum L. cv. Shawnee obtenidas de semillas sometidas a pre-tratamientos

de hidro- y osmo-priming (0,1; 0,3 y 0,45 M de KCI) y cultivadas en soluciones con diferentes

concentraciones de sales de Na* neutras o alcalinas se observé que:

El incremento de la concentracion de sales de Na* de 25 a 100 mM en la solucién de
crecimiento reduce levemente el CRA (6 %).

El PSr es mas sensible a las condiciones del medio de incubacién que el PSv. La
incubacién en 25mM-pH9,3 afecta sélo el PSr, y en 100mM-pH6,4, si bien afecta ambos
parametros, induce una reduccion moderada del PSv (36%) y severa del PSr (97%).

El osmo-priming incrementa el PSv y el PSr de las plantulas en relacion al control.

El incremento de la concentracion de sales de Na" de 25 a 100 mM afecta mas el
porcentaje de pérdida de electrolitos, tanto del vastago como de la raiz, que el
incremento del pH de 6,4 a 9,3 en presencia de 25 mM de sales de Na*.

El incremento de la salinidad de 25 a 100 mM afecta mas el contenido de Na* del
vastago que el incremento de pH. En cambio, ambos factores inducen incrementos
similares del contenido de Na* de la raiz. Tanto en el vastago como en la raiz, el
incremento del pH afecté més el contenido de K* que el incremento de la salinidad.

El osmo-priming de las semillas en KCI 0,45 M induce la menor acumulacion de Na* en
el vastago, tanto en condiciones de salinidad moderada como de pH elevado, respecto

al control.
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Semillas de P. virgatum cv. Shawnee sometidas a hidro-priming y priming con diferentes
concentraciones de acido giberélico, acido salicilico y cinetina e incubadas en presencia de
sales de Na* neutras y alcalinas mostraron que:
o El efecto del pre-tratamiento con reguladores de crecimiento vegetal no supera al del
pre-tratamiento en agua cuando la concentracion salina del medio de incubacién es baja
(25 mM), independientemente del pH. En las semillas incubadas en 50 mM-pH®6,4 el pre-
tratamiento con GAs-1,2 incrementa la velocidad de germinacion respecto del control sin
pre-tratar. El pre-tratamiento con AS-0,1 y AS-0,5 reduce el tiempo al 50% de
germinacion de semillas incubadas en 100mM-pH6,4 respecto al control y al hidro-
priming. En presencia de 50 mM de sales de Na* alcalinas (pH = 9,3), el hidro-priming
reduce la G, la VG e incrementa el Tso de las semillas respecto de las semillas sin
priming.
¢ Ninguna concentracion de cinetina evaluada mejora la germinacién final, el tiempo al

50% de germinacion ni la velocidad de germinacion.
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9. CONSIDERACIONES FINALES

Existen diversas especies capaces de producir forraje en condiciones de salinidad y alcalinidad,
conocer el comportamiento de las mismas permite identificar aquellas que poseen mayor
tolerancia y plasticidad ante tales condiciones y en funcién de ello recomendar las técnicas de
manejo adecuadas. C. gayana y P. virgatum son dos poaceas adaptadas a una amplia variedad
de condiciones edafo-climaticas, lo que las hace potencialmente Utiles para la produccién de

forraje en cantidad y calidad en suelos con problemas de salinidad y alcalinidad.

C. gayana posee mayor tolerancia que P. virgatum a condiciones de moderada salinidad y pH

alcalino en el estadio de germinacion.

En semillas de P. virgatum el incremento del pH afecta las variables relacionadas a la
germinacion en funcién del nivel de salinidad considerado. En presencia de 25 mM de sales de
Na* el incremento del pH no afecta las variables relacionadas a la germinacién. En cambio, el
incremento del pH en presencia de 50 mM de sales de Na* reduce la germinacién y la
velocidad de germinacién e incrementa el tiempo al 50 % de la germinacion; y en presencia de

100 mM de sales de Na* inhibe fuertemente la germinacion.

Considerando el efecto del priming sobre la germinacién y la velocidad de germinacion, tanto en
condiciones normales como bajo estrés salino y alcalino, se observé que el efecto del pre-
tratamiento depende no soélo del compuesto empleado y su concentracion, sino también del
medio de incubacién considerado. En un medio no restrictivo para la germinaciéon (agua o una
baja concentracibn de sales de Na* neutras), el hidro-priming seria la opciébn mas
recomendable, en funcion de su efecto positivo sobre el tiempo al 50 % de la germinacién y la
velocidad de germinacién. En cambio, en los medios de incubacion que contienen

concentraciones = 50 mM de sales de Na*, el priming de las semillas con soluciones tanto de
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GAz como de AS reducen el tiempo al 50 % de la germinacion e incrementan la velocidad de
germinacion respecto al control. Por el contrario, en presencia de 50 mM de sales de Na* y pH
alcalino, el hidro-priming tiene un efecto inhibitorio sobre la germinacién acumulada, el tiempo

al 50 % de la germinacion y la velocidad de germinacion.

El efecto del osmo-priming sobre el Tso y la VG es menor o igual al del hidro-priming en todas
las condiciones de incubacion. Sin embargo los efectos del osmo e hidro-priming se diferencian
a nivel de las plantulas. EI osmo-priming induce el incremento del peso seco de la raiz en
relacién al control (sin priming), mientras que el hidro-priming no lo afecta. Ademas, el pre-
tratamiento de las semillas con una solucién de KCI 0,45 M induce una menor acumulacion de

Na* en el vastago de las plantulas cultivadas en condiciones de alcalinidad que el hidro-priming.

Si bien es amplio el conocimiento referido al efecto positivo del priming sobre la germinacion de
semillas y sobre parametros de crecimiento y fisiolégicos de plantulas de distintas especies, la
eficacia de la técnica no siempre es la esperada. Existen mdltiples variables que pueden estar
relacionadas con el tipo de técnica seleccionada, la naturaleza y concentracion del compuesto
empleado, el tiempo y las condiciones de exposicion al pre-tratamiento, entre otras. Estas
variables deben ser ajustadas para cada especie y condicién de cultivo en particular. Con el
objetivo de perfeccionar la técnica de priming para semillas de P. virgatum destinadas a
condiciones de cultivo particulares, es necesario ampliar el rango de concentraciones y los
tiempos de exposicion al pre-tratamiento evaluados para los compuestos que indujeron alguna
respuesta positiva en la germinacién o el crecimiento de las plantulas. También es importante
conocer como se expresa el efecto de los mismos en estadios mas avanzados del desarrollo
de las plantas. Por otro lado, futuros estudios deberan hacer énfasis en la interacciéon entre el
priming y las condiciones del medio de incubacién, ya que un mismo priming puede ser efectivo

s6lo en un cierto rango de condiciones de incubacion.
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