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Resumen

El proyecto tuvo una duracion de 36 meses, abarcd diferentes aspectos de la
cali-dad de las semillas de D. incanum y la profundidad de la dormicién en funcion
de la permeabilidad al agua y de los caracteres morfofisiolégicos del tegumento
seminal. Se estudiaron las caracteristicas biolégicas reproductivas como estrategia
de la especie para conservar la viabilidad de sus semillas. Las investigaciones
realizadas permitie-ron conocer aspectos reproductivos tales como madurez vy
produccion de diseminulos con semillas; asi como también, la morfologia,
estructura y composicion quimica del tegumento seminal y del pericarpio. Se
obtuvieron conocimientos para el manejo re-productivo de la especie y de esta
manera favorecer la multiplicacion de la misma. Se realizaron publicaciones vy
presentaciones en jornadas especificas.
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Objetivos propuestos y cumplidos

Objetivos generales

Conocer aspectos biolégicos reproductivos de Desmodium incanum y analizar las
caracteristicas morfofisiologicas de la cubierta seminal en funcién de los niveles de
permeabilidad al agua y calidad de los embriones.

Objetivos especificos

e Determinar la duraciéon del periodo de florecimiento y fructificacion vy
momento de cosecha.

« Determinar la cantidad de flores, frutos y semillas.

« Evaluar la calidad fisiologica de las semillas colectadas.

« Determinar el nivel de dormicion en semillas en términos de velocidad de hi-
dratacion.

« Realizar analisis morfolégicos y anatomicos del tegumento seminal en fun-
cion de la permeabilidad al agua y establecer posibles diferencias.

» Observar la pared celular en macroesclereidas en cortes transversales del te-
gumento seminal.

« Determinar la presencia de celulosa y hemicelulosa, sustancias pécticas, poli-
fenoles, ligninas, taninos en funcién de la permeabilidad del tegumento y del
pericarpio.

« Analizar las caracteristicas morfoanadmicas y quimicas del pericarpio.

Marco teérico y metodolégico (sintesis)

La pérdida de especies autoctonas crece de manera desmedida y una de las principa-
les razones es el desconocimiento de sus bondades (Oscanoa Lagunas, 2005). El género
Desmodium Desv. pertenece a la familia Fabaceae, subfamilia Faboideae, tribu Desmo-
dieae. Es un género megatermico pantotropical (presenta 300 especies, que se distribu-
yen en zonas tropicales del mundo, con la mayor concentracién en el Este de Asia, Mé-
xico y Brasil (Schubert, 1980). La regién mas rica en representantes en nuestro pais es
el NE con 17 especies (Vanni, 2001). Burkart (1987) distingue para Entre Rios 5 especies.
En areas naturales de los alrededores de Parana fue hallada Desmodium incanum DC
por Galussi y Gillij (2017, comunicacién personal). Esta especie antes denominado Des-
modium canum, conocida vulgarmente como “pega-pega”, es una leguminosa herba-
cea que se distribuye a lo largo de América (Burkart, 1987). En Argentina, Vanni (2001;
2008) la cita para las provincias de Catamarca, Chaco, Corrientes, Entre Rios, Formosa,
Jujuy, Misiones, Salta, Santa Fe y Tucuman. Es una forrajera de muy buena calidady ape-
tecible por los animales, comun en pastizales naturales (Scandaliaris et al., 2013). Esuna
especie perenne, de hasta 50 cm de altura, con raices lefiosas, rizomatosas; tallos finos
ascendentes, a veces rastreros y estoloniformes. Las flores, de corola violacea, se dis-
ponen en racimos terminales erguidos (Burkart, 1987). Seguin, Bogdan (1977) se adapta
a los mas variados tipos de suelos, crece bien en suelos de media acidez, pero persiste
y vegeta en suelos muy acidos (pH 4,5 o menos) de baja fertilidad. Su mayor crecimiento
ocurre en afos con abundantes lluvias estivales, forma buena asociacion con algunas
especies de Poaceaey tolera altas cargas de pastoreo (Fernandez et al,, 1988; Cameron
et al,, 1989). Seguin Baseggio et al. 1998, para la region de la Depresion Central de Rio
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Grande do Sul, D. incanum presenta un periodo de floracién largo de octubre a fines
de marzo y el momento mas adecuado para la cosecha de las semillas de esta especie
se sitla en torno a 2000 grados-dia, contados a partir del reinicio del crecimiento de
las plantas. Hampton (1989) sostiene que es necesario comprender mejor como es el
desarrollo vegetativo y reproductivo de las leguminosas forrajeras destinadas a la pro-
duccién de semillas para luego conocer cdémo interactia con el ambiente, y de esta
manera saber cuales son las practicas de manejo a ser utilizadas para producir elevados
rendimientos de semillas de especies de alto valor forrajero.

Los estudios relacionados con la produccién de semillas de esta especie todavia son
escasos para nuestra regién y se hacen necesarios estudios basicos para conocer la
floracion y la producciéndesemillas.Elfrutoesunlomentoysudiseminaciénagrandes
distancias es a través de los artejos, que se adhieren facilmente a la ropa del hombre y
la piel de los animales debido a la presencia de pelos uncinados (Burkart, 1987; Vanni,
2001). El epicarpo es unistratificado, superficialmente presentan estomas, las células
epidérmicas evidencian la presencia de compuestos fenélicos. Presentan tricomas
eglandulares (no glandular),uncinadosy glandulares. El mesocarpo posee una zona ex-
terna, con 1-3 estratos subepidérmicos de células alargadas radialmente, con paredes
gruesasy contenidos fenélicos; la interna, con 4-5 estratos de células de mayor tamaiio,
isodiamétricas y paredes delgadas. El endocarpo tiene 1-2 estratos de células clubicas
pequefas y 2-3 estratos aplanados de células alargadas tangencialmente (Scandalia-
ris et al,, 2013). De los constituyentes quimicos del pericarpio no se hallaron estudios
realizados. En especies de Fabaceaey otras familias botanicas se menciona la presencia
de “semillas duras” en el analisis de germinacién, caracter que manifiesta dormicion
fisica (ISTA, 2014; Galussi et al., 2013; Perez-Garcia, 2008; ISTA, 2007; Zeng et al.,
2005; Baskin y Baskin, 2004; Zimmermann et al., 1998; Popinigis, 1985; Nikolaeva,
1980). Este caracter no permite la entrada de agua a la semilla impidiendo de esta ma-
nera la germinacion porque sus embriones no pueden imbibirse. Para la ruptura del
mismo son citados varios métodos (Rojas et al,, 1988; Veasey y Martins, 1991; Franke y
Basseggio, 1998; Deminicis et al., 2006; Scandaliaris et al. 2013, ISTA, 2016). En ensayos
preliminares de germinacién con semillas colectadas en la region (2017/18- 2018/19)
se constatd una germinacion de 19% y 5 % respectivamente, presentandose las demas
como semillas duras con 90 % de embriones viables. En el caso de la germinacién con
artejos, fue del 10%y 5 % para los afilos mencionados anteriormente. La cubierta de
la semilla es la defensa primaria contra el medio ambiente. Un tegumento duro pro-
tege la semilla de la tension mecanica, de los microorganismos, y cambios en tempera-
tura y humedad (Yassen et al., 1994). Diferencias morfofisiolégicas se han hallado en
semillas de alfalfa y trébol blanco con y sin dormicién, como lo fue el incremento
del grosor del tegumento seminal que se asocia al menor nivel de permeabilidad al
agua de la misma (mayor dormicion fisica), atribuido a la variacion en el grosor de
la cuticula, longitud de las macroesclereidas y grosor de la pared celular, presencia y
desarrollo de las osteoesclereidas. Desde el punto de vista fisioldégico y quimico, en
alfalfa y trébol blanco, el mecanismo de dormicién fisica por el tegumento seminal se
explica por la mayor cantidad de componentes con caracteristicas que repelen el agua
y son cementantes, elevada viabilidad de sus embriones y menor contenido de hume-
dad (Galussi et al,, 2013 y 2015). D. incanum se disemina como fruto con semilla (arte-
jo), presenta el pericarpio y el tegumento seminal, por lo que su caracteristica para la
diseminacion es muy particular y ademas, puede incidir en la permeabilidad al agua
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en la semilla. Por lo expresado anteriormente, sabiendo que es una especie silvestre y
segln investigaciones preliminares realizadas (Gillij, YG; comunicacion personal, 1 de
marzo 2018), D. incanum presenta dormicion fisica. En este proyecto se buscé conocer
las caracteristicas biologicas reproductivas, la calidad de las semillas, la profundidad de
la dormicion en funciéon de la permeabilidad al agua y de los caracteres morfofisiologi-
cos del tegumento seminal y del pericarpio, a fin de conocer diferencias estructurales
como estrategia de la especie para conservar la viabilidad de sus semillas.

Para esto se realizaron los siguientes analisis, estudios en cuanto al periodo repro-
ductivo y calidad de las semillas, profundidad de dormicién fisica, longevidad y analisis
de las Caracteristicas anatomicas y quimicas del tegumento seminal y pericarpio:

Etapa reproductiva. En un area natural de Entre Rios (31° 52" 45"S 60° 34" 33"W) se
marcaron 14 inflorescencias en 2 m?, en comienzo de botén floral. Por inflorescencia,
se contabiliz6 cada dos dias desde la visualizacion del botén floral el nUmero de nu-
dos, la cantidad de flores, el nGmero de frutos y de artejos por fruto.

Localizacion y colecta de la especie en estudio. Se cosecharon frutos (lomentos)
de plantas de dos areas naturales cercanas: Colonia Ensayo, Diamante (31°51'14.0"S y
60° 33'02.0”"W) y Parana, Santuario La loma (31°45'44.0"S y 60°31'57.0"W), situadas en
la provincia de Entre Rios, Argentina. La colecta se realizé entre diciembre y febrero de
2017-2018,2018-2019y 2019- 2020 (Gillij et al., 2021).

Contenido de humedad. Este analisis se realizé segun el método de alta temperatura
constante, (ISTA, 2016 y Gillij et al,, 2021)

Peso de 1.000 semillas. Se determiné a partir de la muestra homogeneizada, con
ocho repeticiones de 100 semillas (ISTA, 2016 y Gillij et al., 2021).

Germinacion y viabilidad. Las evaluaciones se realizaron con cuatro repeticiones
de 100 semillas. Las semillas se colocaron entre papel humedecido para germinacion
(en rollo) y se pusieron en bolsas de polietileno para evitar la evaporacion. Se llevaron
a camara a 25 °C, con un fotoperiodo de 8/16 horas, durante 21 dias. Se evaluaron las
plantulas segln las normas del ISTA (2016). A las semillas no germinadas se les evalud
la viabilidad mediante el ensayo topografico por tetrazolio. Para ello se realiz6 un cor-
te en el tegumento seminal en el extremo distal de los cotiledones (zona del antirrafe).
Después las semillas se colocaron en agua hasta completar la imbibicién. Luego, se
sumergieron en una solucién acuosa al 0,5 % de 2, 3, 5-trifenil cloruro de tetrazolio a 20
°C durante 12 horas. Se evalu6 la topografia de la tincién en los embriones y se deter-
mino la viabilidad (ISTA, 2016).

Velocidad de hidratacién. Se realizaron ensayos de permeabilidad de las semillas
al agua, seglin Galussi et al. (2013a; 2013b). Se tomaron de la muestra tres repeticiones,
de 400 semillas cada una, previamente observadas bajo lupa (x 10). Se descartaron
aquellas semillas que estaban agrietadas, fisuradas o carentes de parte del tegumento
seminal. Las semillas se sumergieron en agua y se consideraron completamente hidra-
tadas cuando se observé un aumento de tamafio maximo (80 % de su peso fresco). De
esta manera se determiné su tiempo de permeabilidad. Durante el periodo de inmer-
sion en agua, se observaron todos los dias por una semana. Posteriormente, dos veces
a la semana durante un mes, y una vez a la semana hasta los 269 dias (6.456 horas)
de estar en agua y finalizar el ensayo. Se registr6 a su vez, el nimero de semillas per-
meables (embebidas) y el tiempo en dias hasta observar aumento de tamafio y ruptura
del tegumento seminal. Posteriormente, para evaluar germinacion, se colocaron entre
papel himedo, segin la metodologia antes explicada.
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Ensayo de longevidad. La evaluacién de la longevidad (germinacién a través del
tiempo) se realiz6 mediante ensayos de germinacion (PG), segin la metodologia antes
explicada. Paraello se establecieron tres momentos: a) siembrainmediatamente de rea-
lizada la cosecha, b) a los 12 meses y c) a los 22 meses. De cada fraccion se sembraron
cuatro repeticiones, de 100 semillas puras, colocadas entre papel humedo para gemi-
nacién, dispuestas en una estufa a 25 °C, con un fotoperiodo de 8 /16 h luz y oscuridad.

Caracteristicas anatomicas y quimicas del tegumento seminal. En los tegumentos se-
minales se realizaron los siguientes estudios: (1) analisis morfolégicos y anatémicos por
microscopio electrénico de barrido (MEB) y microscopio electrénico de transmision
(MET); y (2) analisis de contenidos de sustancias poliméricas estructurales y pécticas,
polifenoles, taninos y cutinas Caracteristicas anatomicas y quimicas del pericarpo. En
los pericarpos se realizaron los siguientes estudios: (1) analisis morfolégicos y anatomi-
cos por microscopio electronico de barrido (MEB) y microscopio Optico (MO); y (2)
analisis de contenidos de sustancias poliméricas estructuralesy pécticas, polifenoles,
taninos y cutinas

Sintesis de resultados y conclusiones

Actividad

e Determinar la duracion del periodo de florecimiento y fructificacion vy

momento de cosecha.
« Determinar la cantidad de flores, frutos y semillas. Resultados
En cuanto a las caracteristicas de la floracién, fructificacion y madurez de Desmo-

dium incanum (Fabaceae), la unidad de floracién es un racimo, cuyo eje tiene una media
de 8 nudos, de donde nacen las flores (de dos a tres). Debajo de la unidad de floracién, se
suelen producir paracladios, de uno a dos, que rematan a su vez en un racimo similar al
terminal. La unidad de floracion desde la yema florifera hasta su total desarrollo duré
10 dias promedio, presentando una media de 15 flores por inflorescencia. La ramifica-
cion florifera aparece entre los 15-23 dias de iniciado el crecimiento del primer raci-
mo, conformandose lo que se llama florescencia de estructura racimosa. El racimo
completa su floracién a los 12 dias y finaliza la madurez entre los 22 y 32 dias. Presenta
un promedio de 7 frutos por inflorescencia con 2 a 6 artejos y una semilla por artejo.
Las semillas presentaron 8% de humedad, 4,1g (peso de 1000), 4% de plantulas norma-
les, 1% de anormales, 96% de semillas duras con 91% de embriones viables.

Actividad
« Evaluar la calidad fisiologica de las semillas colectadas.
« Determinar el nivel de dormicién en semillas y fruto semilla en términos de
velocidad de hidratacion.

Resultados

Respecto a la calidad fisiolégica las semillas de la especie producida en la region
presentaron elevada cantidad de embriones viables, aunque la mayoria presenté dor-
micion fisica profunda y predominio de la fraccion con gran profundidad de dormicién.

El contenido de humedad en el momento de la cosecha permite el almacenamiento
seguro de las semillas, sin necesidad de aireado o secado previo.
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Las semillas duras, evaluadas en el tiempo, mostraron lenta ruptura de la dormicién
fisica, por lo que originaron plantulas normales, aun después de 22 meses de almace-
namiento.

El modelo propuesto dej6 ver el comportamiento de los individuos de la muestra,
que mostraron diferente profundidad de dureza fisica en el tegumento seminal. El al-
macenamiento en ambiente hiumedo favorecioé la ruptura de la dormicién, principal-
mente en la semilla de mayor edad.

Actividad

« Realizar analisis morfolégicos y anatémicos del tegumento seminal en fun-
cion de la permeabilidad al agua y establecer posibles diferencias.

» Observar la pared celular de células de macroesclereidas en cortes transver-
sales del tegumento seminal.

« Determinar la presencia de celulosa y hemicelulosa, sustancias pécticas, poli-
fenoles, ligninas, taninos en funcion de la permeabilidad del tegumento y del
pericarpio.

Resultados

Con respecto a los estudios morfolégicos y anatomicos las observaciones realizadas
a nivel del tegumento seminal manifestaron que D. incanum presenté diferencias en
los componentes quimicos y anatomia de las capas celulares del tegumento seminal
segln la profundidad de dormicién de las semillas. El trabajo esta en vias de ser pu-
blicado. Los analisis del pericarpio fueron realizados, y los resultados aun estan en
elaboracién.

Conclusiones

Los conocimientos logrados permiten evidenciar que la produccién de semillas es
posible en la regidn, aunque se presento6 un elevada cantidad de semillas duras, lo cual
manifiesta las estrategias de la especie para conservar la viabilidad de sus embriones
en una regién no tan éptima para la reproduccion sexual. La morfoanatémia y cons-
tituyentes quimicos del tegumento seminal manifiestan las diferentes profundidades
de dormicién fisica de sus semillas. Dada la gran cantidad de semillas duras viables,
técnicas de manejo en escarificacién deben ser utilizadas si se siembran las semillas
y poder obtener una buena implantaciéon de la especie en la region.
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DC SEGUN REGISTROS HISTORICOS PARA ENTRE RIOS Y RELEVAMIENTOS EN EL
DEPARTAMENTO PARANA. 2017 Gillij, Y.G. y Galussi, AA
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