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induccion en dormicion (Dly) (b). Las lineas punteadas en (a) se ajustaron mediante
ecuaciones lineales para cada temperatura de almacenamiento con valores de R* de 0,96



(10°C), 0,99 (15 °C), 0,87 (20 °C), 0,89 (25 °C) y 0,96 (30 °C), respectivamente (P-value
= < 0.0001, test de pendientes, para verificar que las pendientes son significativas
diferentes). La bi-lineal ajustada en (b) es el resultado de un andlisis de repetidas
regresiones para obtener la 'temperatura de induccion en dormicion umbral' (7upr) con el
mejor ajuste de acuerdo a la ecuacion (2.7). Los valores de los parametros
correspondientes a la ecuacion (2.8) son la pendiente (7is0) tasa de incremento) = 0,12 +
0,0179 °C por °Cd y la interseccion del eje y (inicial 7is0) de la poblacion de semillas con
minima dormicion) = 7,52+ 0,7 °C......oiiiiiii i Pag. 27

Figura 2.4 Porcentajes de germinacion final predichos (lineas) y observados (simbolos)
a temperaturas de incubacion de 10 °C (a) y 15 °C (b) para semillas de P. aviculare
previamente estratificadas a 1,6 °C (0), 5 °C (o) y 10 °C (A) (S = 1500 °Cd) y después
expuestas a 20 °C durante 20d. Los valores predichos fueron simulados utilizando las
ecuaciones descritas en el modelo de germinacion desarrollado por Washitani (1987)
(Ecs. 2.2 — 2.5) para temperaturas de almacenamiento de 1,6 °C (linea continua), 5 °C
(linea discontinua) y 10 °C (linea de puntos). Las barras verticales indican el error
estandar (£SE) y donde no se muestran las barras se muestra que el valor del error estandar
de la media es menor que el tamafio del simbolo.....................oc Pag. 28

Figura 2.5 Curvas de germinacion simuladas con curvas obtenidas a partir de datos
experimentales durante la induccion en dormicion secundaria a 20 °C para semillas de P
aviculare previamente estratificadas a 1,6 °C (0), 5 °C (0) y 10 °C (A). Curvas de
germinacion simuladas (linea continua y discontinua) y observadas (simbolos) para
semillas de P. aviculare incubadas a 10 °C (a, b, ¢) y 15 °C (d, e y f) después de haber
sido expuestas a 20 °C durante 0, 2 y 4d. Los valores predichos fueron simulados
utilizando las ecuaciones descritas en el modelo desarrollado por la germinacion
Washitani (1987) (Ecs. 2.2 — 2.5). Las barras verticales indican el error estdndar (+SE) y
donde no se muestran las barras se muestra que el valor del error estandar de la media es
menor que el tamafio del sImbolo..............cooiiiii i Pag. 30

Figura 2.6 Cambios en la distribucion de la frecuencia normal de Tis0y dentro de una
poblacion de semillas de P. aviculare previamente estratificadas a 1,6 °C (a, b), 5 °C (c,
d) y 10 °C (e, f) hasta alcanzar un minimo nivel de dormicion (S¢ = 1500 °Cd) v,
posteriormente, inducidas en dormicion secundaria a 20 °C durante 0, 2 y 4d. Los valores
estimados para los parametros térmicos (7is0) y ori) se obtuvieron a través de la
reproduccion mediante la simulacion de las curvas de germinacion para las semillas
expuestas a 20 °C y después incubadas a temperaturas constantes de 10 °C (linea vertical
discontinua) o 15 °C (linea vertical discontinua). El valor inicial de Tjs0) antes de
exponerlas a 20 °C fue de 7,5 °C para las semillas estratificadas a todas las temperaturas.
El valor inicial de ori era om1 = 1,5, o1 = 4 y o1 = 5,2 para las semillas estratificadas a
1,6 °C, 5 °C y 10 °C, respectivamente, y se asume que no cambian a lo largo de la
induccion en dormicion SECUNAATIA. ... . .vuiintitiii et e e e Pag. 31

Figura 3.1 Evolucion del contenido hidrico en las semillas (CHS%) de P. aviculare
durante el tiempo de estratificacion (5 °C) bajo diferentes condiciones de HR. Los
simbolos corresponden a los valores medios de CHS y las barras corresponden al error
estandar (=SE). Cuando el SE no se ve es porque el error es menor que el tamafo del
SIMIDONO. . .t e Pag. 39



Figura 3.2 Evoluciéon del contenido hidrico en las semillas (CHS%) de P. aviculare
durante la induccion en dormicidn secundaria a 20 °C bajo diferentes condiciones de HR.
Los simbolos corresponden a los valores medios de CHS y las barras corresponden al
error estdndar (£SE). Cuando el SE no se ve es porque el error es menor que el tamafo
del STMDOI0. ... e Pag. 40

Figura 3.3 Curvas de germinacion obtenidas a temperaturas de incubacion de 15 °C para
semillas de P. aviculare con distinto contenido de humedad estratificadas a 5 °C que
habian acumulado diferentes cantidades de tiempo térmico de estratificacion: 0 °Cd (a),
240 °Cd (b), 480 °Cd (c), 720 °Cd (d), 960 °Cd (e) y 1200 °Cd (f). Los simbolos vacios
representan los porcentajes de germinacion obtenidos a 15 °C y las lineas continuas de
colores representan las curvas de germinacion simuladas usando las ecuaciones descritas
en el Capitulo 2 para el modelo de Washitani. Las barras verticales indican el error
estandar (£SE) y donde no hay barras se muestra que el valor del SE de la media es menor
que el tamano del STMDOIO.........ccouiiiiiiiiiiiiceee e Pag. 44

Figura 3.4 (a) Porcentajes finales de germinacion en funcion de los diferentes contenidos
hidricos para semillas de P. aviculare estratificadas a 5 °C durante 100 dias. A partir del
15% de CHS se promueve el efecto de la estratificacion sobre la salida de la dormicion
primaria, semillas con CHS por debajo de 15% se mantienen dormidas (linea vertical
punteada marca el umbral). Los simbolos representan el porcentaje de germinacion
obtenido para cada condicion de CHS. Las barras verticales indican el error estandar
(+SE) y donde no hay barras se muestra que el valor del SE de la media es menor que el
tamafio del simbolo. (b) Estimacion de los valores de la temperatura del limite inferior
(Ti50)) para semillas de P. aviculare incubadas a 15 °C (derivado de las curvas simuladas
mostradas en la Fig. 3.3), en funcién de los dias de estratificacion y los diferentes CHS.
Valores estimados para Tis0) a partir del CHS de 15% se obtuvieron en funcion de la
acumulacion de unidades de tiempo térmico de estratificacion (Si) de acuerdo con la
ecuacion (3.2). Las lineas de puntos se ajustaron mediante ecuaciones lineales para cada
contenido hidrico, con valores de R* de 0,98 (22% CHS), 0,99 (29,8% CHS), 0,98 (35,4%
CHS), y 0,97 (45,7% CHS), respectivamente (P-value =< 0.0001, test de pendientes, para
verificar que las pendientes son significativas diferentes............................. Pag. 45

Figura 3.5 Modelo propuesto en base a la relacion entre los cambios en Tiis0) de la
poblacién de semillas y las unidades de tiempo térmico de estratificacion (Si) en funcion
del CHS (%) en semillas de P. aviculare. El modelo bi-lineal representa la tasa de salida
de la dormicion primaria (disminucion de la Tiso) por unidad de tiempo térmico de
estratificacion acumulado (S« = °Cd)) en funcion del contenido hidrico en la semilla. La
linea de puntos vertical representa el valor umbral de contenido hidrico de las semillas
por encima del cual la estratificacion promueve la salida de la dormicion primaria, el
modelo toma como base un contenido umbral de contenido hidrico de 15% de humedad
en la semilla para que el proceso de estratificacion tenga lugar. La segunda linea vertical
de puntos tenues representa el valor optimo de CHS para la salida de la dormicion
(B0 ettt e Pag. 46

Figura 3.6 Curvas de germinacion acumulada observada obtenidas a temperatura
constante de 15 °C para semillas de P. aviculare con distinto contenido de humedad
durante la induccion en dormicion secundaria a 20 °C. Cada panel corresponde al dia de
induccién en dormicion secundaria: (a) dia 0, (b) dia 2, (c) dia 4, (d) dia 6, (e) dia 8 y (f)
dia 12. Los simbolos (vacios y llenos) representan los porcentajes de germinacion



obtenidos a 15 °C y las lineas continuas representan las curvas de germinacion simuladas
usando las ecuaciones descritas para el modelo de germinacion desarrollado (Capitulo
2). Las barras verticales indican el error estandar (£SE) y donde no hay barras se muestra
que el valor del SE de la media es menor que el tamafio del simbolo............... Pag. 48

Figura 3.7 (a) Porcentajes de germinacion obtenidos en funcion de los diferentes
contenidos hidricos en semillas de P. aviculare inducidas en dormicioén secundaria a 20
°C durante 12 dias. Los simbolos y las lineas continuas representan los dias durante la
induccién en dormicidon secundaria. La figura pequefia superior izquierda es una
ampliacion del dia 0 antes de inducir las semillas en dormicion secundaria. La barra
vertical gris indica el porcentaje de germinacion obtenido para una poblacion con poca
dormicién (<1200 °Cd de Sy sin restriccion hidrica) (Germinacion = 68%, punto gris en
el eje de abscisas y), las barras en rojo indican los porcentajes de germinacion obtenidos
en el dia 0 debido a los diferentes CHS antes de ser inducidas en dormicion secundaria a
20 °C. Las barras verticales en ambas figuras indican el error estdndar (+SE) y donde no
hay barras se muestra que el valor del SE de la media es menor que el tamafo del simbolo.
(b) Cambios en la Tiis0)en funcion de los contenidos hidricos de las semillas durante el
tiempo de induccion en dormicidon secundaria a 20 °C. Las lineas discontinuas se
ajustaron mediante ecuaciones lineales para cada contenido hidrico, con valores de R* de
0,95 (14% CHS), 0,96 (17% CHS), 0,96 (19% CHS), 0,90 (24%), 0,87 (33% CHS) y 0,83
(41% CHS), respectivamente (P-value = < 0.0001, test de pendientes, para verificar que
las pendientes son significativas diferentes)...............cooooiiiiiiiiiiii Pag. 49

Figura 3.8 Estimacion de los valores para el ajuste del modelo a partir de la temperatura
del limite inferior (7i50)) y la acumulacion de DIy para semillas de P. aviculare (valores
derivados de las curvas simuladas mostradas en la Fig. 3.6) en funcién de los dias de
induccidn en dormicion secundaria y los diferentes contenidos hidricos obtenidos en las
semillas. Modelo propuesto sobre la base de la relacion entre los pardmetros de dormicion
(Ti50)) de la poblacion de semillas y las unidades de tiempo térmico de induccidon en
dormicion (DIy) en funcion del CHS. Las lineas de puntos verticales representan el valor
umbral a partir del cual la entrada en dormicion secundaria tiene lugar (15%) y la tasa
con la cual son inducidas es dependiente del CHS. Por encima de 31% CHS la tasa de
induccion en dormicion €S MAXIMA. .. .....ueuutntintinteaaee et e et et eeeaaeeeenans Pag. 51

Figura 3.9 Porcentajes de germinacion obtenidos en dos condiciones: 1) condiciones
controladas (incubadas a 15 °C) y ii) en condiciones de campo para semillas de P,
aviculare, enterradas en el suelo a finales de marzo del 2015 (dispersion natural en marzo)
hasta finales de primavera (otofio, invierno y primavera). La linea negra punteada
representa la germinacion predicha en funcion del CHS, la linea roja punteada representa
la germinacion predicha sin restriccion hidrica. Germinacion observada (circulos) en
condiciones controladas y germinacion obtenida en condiciones de campo (cuadros). La
linea punteada vertical en 04/08/2015 indica el momento en que la poblacion de semillas
se induce en dormicién secundaria. La figura superior representa las condiciones de
temperatura y contenido hidrico medio durante el experimento a campo. Los datos de
germinacion se simularon utilizando ecuaciones del modelo de salida (S, Batlla y
Benech-Arnold, 2003) y entrada en dormicion secundaria (DI, indice desarrollado en el
capitulo 2), utilizando las ecuaciones (3.1 — 3.4) y las variables derivadas de los modelos
(Fig 3.5 y Fig.3.8). Las barras verticales indican el error estandar (+SE) y donde no hay
barras se muestra que el valor del SE de la media es menor que el tamafio del
SIMDOLO. . . e Pag. 53



Figura 4.1 Porcentajes de germinacion observados y simulados para las semillas de P,
aviculare durante la salida de la dormicion primaria en relacion con la acumulacion de
unidades de tiempo térmico de estratificacion (Si = 0, 500, 1000 y 1500 °Cd) (Batlla y
Benech-Arnold, 2003). Los simbolos representan los porcentajes de germinacion
observados para las semillas estratificadas a 5 °C, expuestas a los diferentes tratamientos
luminicos de Pft/Pt: 76% (circulos); 3% cuadrados); 7.6x10% (triangulos); y para
semillas mantenidas en oscuridad (tridngulos invertidos). Las lineas representan valores
simulados para Pfi/Pt de 76% (linea continua), 3% y 7.6x10%% (linea punteada) y
semillas mantenidas en oscuridad (linea discontinua). Los modelos presentaron los
siguientes R?: Pfr/Pt de 76% = 0,91, Pfr/Pt de 3%y 7.6x107% = 0,97 y OSC (oscuridad)
= 0,92. Las barras verticales indican el error estandar (+SE) y donde no se muestran
barras, el SE de la media es menor que el tamano del simbolo........................ Pag. 66

Figura 4.2 Porcentajes de germinacion obtenidos a 15 °C en semillas de P. aviculare en
respuesta a diferentes foto-equilibrios: Pfr/Pt: 76% (a); 3% (b); 7.6x107*% (c); y para las
semillas mantenidas en la oscuridad (d), en relacién con el tiempo de induccidén en
dormicién secundaria a las siguientes temperaturas: 10 °C (circulos); 15 °C (cuadrados);
20 °C (tridngulos) y 25 °C (triangulos invertidos). Las barras verticales indican el error
estandar (+SE) y donde no se muestran barras, el valor del SE de la media es menor que
el tamafio del sTMbOl0..................o Pag. 67

Figura 4.3 Porcentaje de germinacion para semillas de P. aviculare en relacion con el
tiempo térmico de induccion en dormicidon (DIy) (indice desarrollado en el Capitulo 2)
para semillas expuestas a 10 °C (circulos), 15 °C (cuadrados), 20 °C (tridngulos) y 25 °C
(trizngulos invertidos) en respuesta a diferentes tratamientos de luz: (a) tratamiento 1:
Pfr/Pt = 76%:; (b) tratamiento 2: Pfr/Pt = 3% (simbolos abiertos) y tratamiento 3: Pfr/Pt =
7.6x10"% (simbolos cerrados) y (c) tratamiento 4: Semillas mantenidas en la oscuridad.
Las lineas continuas en los paneles (a — c) corresponden al ajuste de los modelos bi-
lineales con R? = 0,82, 0,70 y 0,78, respectivamente. Las lineas punteadas verticales
indican que por encima de los DIy= 100 °Cd, no hay més entrada en dormicion (dormicion
absoluta). Las barras verticales indican el error estdndar (£SE) y donde no se muestran
barras, el valor del SE de la media es menor que el tamafio del simbolo........... Pag. 70

Figura 4.4 Porcentajes de germinacién observados y simulados para semillas de P.
aviculare en funcion de la acumulacion de tiempo térmico de estratificacion (Si) durante
la salida de la dormicion primaria (modelo desarrollado por Batlla y Benech-Arnold,
2005) y tiempo térmico de induccidén en dormicion (D/y) durante la entrada en dormicidon
secundaria (indice desarrollado en el Capitulo 2) para semillas enterradas en el suelo. La
linea punteada vertical indica fin de salida/inicio de entrada en dormicion. Los simbolos
representan los porcentajes de germinacion observados para semillas enterradas en el
campo (otofio, invierno y principios de primavera) expuestas a los siguientes
tratamientos: (1) Pft/Pt = 76% (circulos); (2) Pfr/Pt = 3% (cuadrados) y (3) semillas
mantenidas en la oscuridad (triangulos). La linea roja llena representa la germinacioén
predicha por la simulacion para valores de Pfr/Pt de 76%, 3% (linea punteada) y
oscuridad (linea punteada negra) en funcion de las unidades térmicas acumuladas para Si
y DIy Los porcentajes de germinacién predichos fueron simulados utilizando las
ecuaciones (4.1, 4.3 — 4.8), en funcion de la temperatura experimentada por las semillas
en el campo. Las barras verticales indican el error estandar (+SE) y donde no se muestran
barras, el SE de la media es menor que el tamafio del simbolo...................... Pag. 71



Figura 4.5 Curvas de respuesta de la germinacion de semillas de P. aviculare a un nimero
creciente de ciclos de un régimen fluctuante de temperatura de 10/24 °C (12/12 hs). Los
paneles corresponden a semillas exhumadas durante diferentes tiempos de Si ((a) 0, (b)
500, (c) 1000 y (d) 1500 °Cd) estratificadas a 5 °C (Batlla y Benech-Arnold, 2003). Las
semillas exhumadas fueron expuestas a 0, 1, 3, 5 o 15 ciclos de 10/24 °C previo a ser
incubadas por 15 dias a una temperatura constante de 15 °C. 0 ciclos corresponde a
semillas incubadas por 15 dias a una temperatura constante de 15 °C. Las lineas llenas
corresponden al ajuste de la siguiente ecuacion: Yx = C ¢ (1 —exp (-K ¢ X)) + Yo. Yo, es
el valor Y cuando X (tiempo) es cero. Plateau, es el valor Y en infinitos momentos,
expresado en las mismas unidades que Y. K, es la constante de velocidad, expresada en
reciproco de las unidades de tiempo del eje X. C, es la diferencia entre Yo y Plateau,
expresada en las mismas unidades que sus valores Y. X, es el tiempo térmico de
estratificacion (Si). Las barras verticales indican el error estandar (+SE). En los casos
donde no se observa la barra de error es porque el SE es menor que el
SIMDOLO. ..ot Pag. 72

Figura 4.6 Porcentajes de germinacién simulados predichos (lineas) y observados
(simbolos vacios) de semillas de P. aviculare expuestas a0, 1, 3,5 y 15 ciclos de 10/24 °C
(12/12 hs) en relacion al tiempo térmico de estratificacion (Si) acumulado durante la
salida de la dormicion primaria. Los datos corresponden a semillas estratificadas a 5 °C
en condiciones controladas. Los porcentajes de germinacion fueron simulados utilizando
las ecuaciones derivadas por Batlla et al. (2003) en relacion a los valores acumulados de
Sit. Las lineas corresponden a la ecuacion: Yx = C ¢ (1 —exp (-K « X)) + Yo, ajustada a los
datos simulados (simbolos llenos) (R* = 0,85), cada linea corresponde un nimero de
ciclos (1 ciclo = linea continua - punteada, 3 ciclos = linea punteada, 5 ciclos = linea
continua y 15 ciclos = linea llena). Yo, es el valor Y cuando X (tiempo) es cero. Plateau,
es el valor Y en infinitos momentos, expresado en las mismas unidades que Y. K, es la
constante de velocidad, expresada en reciproco de las unidades de tiempo del eje X. C, es
la diferencia entre Yo y Plateau, expresada en las mismas unidades que sus valores Y. X,
es el tiempo térmico de induccion en dormicién (DIy). Las barras verticales indican el
error estdndar (£SE) de los datos obtenidos en forma experimental. En los casos donde
no se observa la barra de error es porque el SE es menor que el simbolo.......... Pag. 73

Figura 4.7 Curvas de respuesta de la germinacion de semillas de P. aviculare a un nimero
creciente de ciclos de un régimen fluctuante de temperatura de 10/24 °C (12/12 hs). Los
paneles corresponden a semillas exhumadas luego de diferentes dias durante la induccion
en dormicién secundaria a una temperatura de 10 °C: a =0 dias, b = 6 dias, ¢ = 11 dias, d
=16 dias, e = 26 dias y f = 36 dias. Las semillas exhumadas fueron expuestas a 0, 1, 3, 5
o 15 ciclos de 10/24 °C previo a ser incubadas por 15 dias a una temperatura constante
de 15 °C. 0 ciclos corresponde a semillas incubadas por 15 dias a una temperatura
constante de 15 °C. Las lineas llenas corresponden al ajuste de la siguiente ecuacion: Yx
=Ce(1—exp(-K* X))+ Yo. Yo, es el valor Y cuando X (tiempo) es cero. Plateau, es el
valor Y en infinitos momentos, expresado en las mismas unidades que Y. K, es la
constante de velocidad, expresada en reciproco de las unidades de tiempo del eje X. C, es
la diferencia entre Yo y Plateau, expresada en las mismas unidades que sus valores Y. X,
es el tiempo térmico de induccién en dormicidon (D). Las barras verticales indican el
error estandar (+=SE). En los casos donde no se observa la barra de error es porque el SE
es menor que el STMbolo..........ooiii i Pag. 74



Figura 4.8 Curvas de respuesta de la germinacion de semillas de P. aviculare a un nimero
creciente de ciclos de un régimen fluctuante de temperatura de 10/24 °C (12/12 hs). Los
paneles corresponden a semillas exhumadas luego de diferentes dias durante la induccion
en dormicion secundaria a una temperatura de 15 °C: a = 0 dias, b = 5 dias, ¢ = 10 dias,
d =15 dias, e = 25 dias y 32 dias. Las semillas exhumadas fueron expuestas a0, 1, 3,5 o
15 ciclos de 10/24 °C previo a ser incubadas por 15 dias a una temperatura constante de
15 °C. 0 ciclos corresponde a semillas incubadas por 15 dias a una temperatura constante
de 15 °C. Las lineas llenas corresponden al ajuste de la siguiente ecuacion: Yx =C « (1 —
exp (-K * X)) + Yo. Yo, es el valor Y cuando X (tiempo) es cero. Plateau, es el valor Y en
infinitos momentos, expresado en las mismas unidades que Y. K, es la constante de
velocidad, expresada en reciproco de las unidades de tiempo del eje X. C, es la diferencia
entre Yo y Plateau, expresada en las mismas unidades que sus valores Y. X, es el tiempo
térmico de induccion en dormicion (DIy). Las barras verticales indican el error estandar
(£SE). En los casos donde no se observa la barra de error es porque el SE es menor que
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Figura 4.9 Curvas de respuesta de la germinacion de semillas de P. aviculare a un numero
creciente de ciclos de un régimen fluctuante de temperatura de 10/24 °C (12/12 hs). Los
paneles corresponden a semillas exhumadas luego de diferentes dias durante la induccion
en dormicion secundaria a una temperatura de 20 °C: a = 0 dias, b = 2 dias, ¢ = 4 dias, d
= 8 dias, e = 14 dias y f = 20 dias. Las semillas exhumadas fueron expuestas a 0, 1, 3, 5
o 15 ciclos de 10/24 °C previo a ser incubadas por 15 dias a una temperatura constante
de 15 °C. 0 ciclos corresponde a semillas incubadas por 15 dias a una temperatura
constante de 15 °C. Las lineas llenas corresponden al ajuste de la siguiente ecuacion: Yx
=C (1 —exp (-K * X)) + Yo. Yo, es el valor Y cuando X (tiempo) es cero. Plateau, es el
valor Y en infinitos momentos, expresado en las mismas unidades que Y. K, es la
constante de velocidad, expresada en reciproco de las unidades de tiempo del eje X. C, es
la diferencia entre Yo y Plateau, expresada en las mismas unidades que sus valores Y. X,
es el tiempo térmico de induccién en dormicidon (D). Las barras verticales indican el
error estdndar (£SE). En los casos donde no se observa la barra de error es de la
germinacion de semillas de P. aviculare a un nimero creciente de ciclos de un porque el
SE es menor que el STmbolo...........ooiiiiii i Pag. 76

Figura 4.10 Curvas de respuesta régimen fluctuante de temperatura de 10/24 °C (12/12
hs). Los paneles corresponden a semillas exhumadas luego de diferentes dias durante la
induccion en dormicion secundaria a una temperatura de 25 °C: a = 0 dias, b =1 dias, ¢
=3 dias, d =7 dias, e = 12 dias y f = 16 dias. Las semillas exhumadas fueron expuestas a
0, 1, 3,5 o 15 ciclos de 10/24 °C previo a ser incubadas por 15 dias a una temperatura
constante de 15 °C. 0 ciclos corresponde a semillas incubadas por 15 dias a una
temperatura constante de 15 °C. Las lineas llenas corresponden al ajuste de la siguiente
ecuacion: Yx = C ¢ (1 —exp (-K ¢ X)) + Yo. Yo, es el valor Y cuando X (tiempo) es cero.
Plateau, es el valor Y en infinitos momentos, expresado en las mismas unidades que Y. K,
es la constante de velocidad, expresada en reciproco de las unidades de tiempo del eje X.
C, es la diferencia entre Yo y Plateau, expresada en las mismas unidades que sus valores
Y. X, es el tiempo térmico de induccioén en dormicion (Dly). Las barras verticales indican
el error estandar (£SE). En los casos donde no se observa la barra de error es porque el
SE es menor que el SImbolo...........oiuiiii Pag. 77

Figura 4.11 Dinamica de los coeficientes C y K en relacion al tiempo térmico de
induccién en dormicion (DIy). Los valores de C y K corresponden a las curvas de



respuesta de la germinacion (Yx =C ¢ (1 —exp (K « X)) + Yo) de semillas de P. aviculare
al nimero de ciclos de un régimen de temperatura fluctuante de 10/24 °C (12/12 hs)
determinadas para diferentes valores de D/y. Las lineas sélidas corresponden al ajuste de
los siguientes modelos bilineales: C = 16,62 + 0,368 * DIy, si (DI;<103,1); C = 48.6 —
0,124 « (DI« — 103,1), si (DIx>103,1), y K= 0,040 + 0,0075 * DIy, si (DI} <62); K= 0,51
—0,0011 * (Dfit — 62), S1(DIE>02) e Pag. 78

Figura 4.12 Porcentajes de germinacion simulados (simbolos llenos) y observados
(simbolos vacios) de semillas de P. aviculare expuestas a 0, 5, 10 y 15 ciclos de 10/24 °C
(12/12 hs) en relacion al tiempo térmico de estratificacion (Si) y tiempo térmico de
induccién en dormicion (DI) acumulado durante la salida e inducciéon en dormicion
secundaria. Los datos corresponden a semillas enterradas en el campo (circulos vacios) y
porcentajes de germinacion predichos por los modelos (circulos llenos). Previamente a
ser expuestas a los diferentes ciclos de 10/24 °C, las semillas fueron incubadas por 15
dias a una temperatura constante de 15 °C. Los paneles (a, b, ¢ y d) corresponden a la
salida de la dormicion primaria y los paneles (e y f) a la entrada en dormicidn secundaria.
Los porcentajes de germinacion fueron simulados utilizando las ecuaciones (4.3, 4.9 -
4.12) en relacion a los valores acumulados de Siy DIt calculados utilizando la ecuacion
(4.9). La linea punteada corresponde a la ecuacion: Yx = C ¢ (1 —exp (-K * X)) + Yo,
ajustada a los datos simulados (simbolos llenos) (RMSE = 3,1 (b), RMSE = 10,3 (c),
RMSE = 9,3 (d), RMSE = 4.2 (e), RMSE = 9,5 (f), respectivamente). Yo, es el valor Y
cuando X (tiempo) es cero. Plateau, es el valor Y en infinitos momentos, expresado en las
mismas unidades que Y. K, es la constante de velocidad, expresada en reciproco de las
unidades de tiempo del eje X. C, es la diferencia entre Yo y Plateau, expresada en las
mismas unidades que sus valores Y. X, es el tiempo térmico de induccion en dormicion
(DIy). Las barras verticales indican el error estandar (+SE) de los datos obtenidos en
forma experimental. En los casos donde no se observa la barra de error es porque el SE
es menor que el STMbOL0. ... ..o Pag. 79

Figura 5.1 Diagrama de flujo representando los cambios en el nivel de dormicion, la
terminacion de la dormicion y la germinacion en las poblaciones de semillas y los factores
ambientales mas relevantes en la regulacion de cada proceso (Adaptado de Benech-
Arnold et al., 2000).......ouiiii e Pag. 88

Figura 5.2 Temperatura y contenido hidrico en las semillas (CHS%) registrados a 5 cm
de profundidad en el campo durante un afio calido - seco y un afio frio - himedo. Las
letras y las flechas indican el momento en el que se realizara la labor de labranza en el
campo. La linea roja continua representa la temperatura para un afio calido y la linea roja
continua representa un afo frio. La linea azul discontinua representa un afio himedo (altos
niveles de hidratacion en las semillas) y la linea negra punteada representa un afio seco
(bajos niveles de hidratacion en las semillas). Las lineas verticales discontinuas
representan el cambio de una estacion a otra............coeeeevuiiiiiiiiiiiiiiinien, Pag. 90



SIGLAS Y ABREVIATURAS UTILIZADAS

Sigla/Abreviatura
Ca(NO3)2
CHS
D

Dl

Gn

Go

HR
HIR

H20
KCI
KNOs3
Lat
LFR

LiCl
Long

Significado
Nitrato de Calcio
Contendido hidrico en la semilla

Tiempo térmico diferencial para la
germinacién del 0 al 50% de la
poblacion
Tiempo Térmico de Induccion en
Dormicion
(del inglés, Dormancy Induction
thermal time)
Germinacion
Fraccion de individuos de la poblacion

Porcentaje de germinacion obtenido en
respuesta a n ciclos de temperatura
fluctuante

Porcentaje de germinacion para semillas
incubadas a temperatura constante

Humedad Relativa

Respuesta de alta irradiancia
(High Irradiance Response)

Oxido de Hidrogeno
Cloruro de Potasio
Nitrato de Potasio

Latitud

Respuestas a flujos bajos
(Low Fluence Response)

Cloruro de Litio
Longitud
Mediana de la distribucion

NUmero de ciclos de fluctuacion de
temperatura

Unidad
g/mol
%
°C dia

°C dia

%
°C dia

%

%

%

umol m™? s

g/mol
g/mol
g/mol

umol m? 57!

g/mol

°C dia



Sigla/Abreviatura
NaCl
0SC
Pfr

Pfr/Pt
PHYA-E

Pr

RMSE
Stt

Tc

Ty

Th

Th(s0)

T

Significado
Cloruro de Sodio
Oscuridad

Proporcion del fitocromo con un
maximo de absorcién en la regién del
espectro ca. 730nm

Fitocromo total, Pr+Pfr

Fitocromos A — E (Fitocromos
encontrados en Arabidopsis thaliana)

Proporcion del fitocromo con un
maximo de absorcidon en la region del
espectro 660 nm

Luz Roja
Tasa de germinacion
Coeficiente de correlacion
Luz roja lejano
del inglés, Root Mean Squared Error

Tiempo Térmico de Estratificacion
(del inglés, Stratification thermal time)

Tiempo
Temperatura

Temperatura umbral para la salida de la
dormicion primaria

Temperatura base
Temperatura del limite superior del

rango permisivo para la germinacion

Temperatura del limite superior del
rango permisivo para la germinacion del
50 % de la poblacion de semillas

Temperatura del limite inferior del
rango permisivo para la germinacion

Unidad

g/mol

nm

1/d

Nm

°C dia

Horas/dias
°C
°C

°C

°C

°C

°C



Sigla/Abreviatura

Ti(s0)

To

Ts

Tupi

VLFR

Ws
Ww
ZnCl;
ATii0)/ ADly

AT\s0)/ ASut

O(s0)

OTh

OTh(50)

oTI

OTI(50)

Significado

Temperatura del limite inferior del
rango permisivo para la germinacion del
50 % de la poblacion de semillas

Temperatura Optima

Temperatura media diaria de
almacenaje

Temperatura umbral para la induccion
en dormicion secundaria

Respuestas a flujos muy bajos
(Very Low Fluence Response)

Peso seco de la semilla
Peso fresco de la semilla
Cloruro de Zinc

Tasa de cambio de Tics0) por unidad de
tiempo térmico de induccion en
dormicion Dl

tasa de cambio de 7j(s0) por unidad de
tiempo térmico de induccion en
dormicién Sg

Tiempo térmico requerido para la
germinacion de la poblacién de semillas

Tiempo térmico requerido para que
germine el 50% de la poblacion

Desviacion standard de Th

Desviacién standard de Ty, para el 50%
de la poblacién

Desviacion standard de T,

Desviacion standard de Th, para el 50%
de la poblacion

Unidad
°C

°C

°C

°C

umol m? s

g/mol
1/d

1/d

°C dia

oC dia

°C
°C

°C
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Regulacion ambiental de los cambios en el nivel de dormicion durante
la salida de la dormicion primaria y la entrada en dormicion secundaria
en semillas de Polygonum aviculare L.: el papel de la temperatura y la
disponibilidad hidrica del suelo

RESUMEN

La temperatura del suelo es considerada como el primer factor ambiental que regula
cambios en el nivel de dormicion en el banco se semillas. Este efecto sobre los cambios
ciclicos de salida de la dormicion primaria e induccion en dormicion secundaria es
muchas veces modulado por el contenido hidrico del suelo. En el presente trabajo se
estudio los procesos de salida de dormicion primaria, induccion y expresion de la
dormicion secundaria en semillas de Polygonum aviculare (una maleza anual de
emergencia primavero-estival) en funcion del ambiente térmico e hidrico. Para ello, se
llevé a cabo la siguiente metodologia: semillas de P. aviculare fueron enterradas en
macetas, estratificadas durante la salida de la dormicion primariaa 1.6, 5y 10 °C, y para
inducirlas a dormicion secundaria fueron almacenadas a altas temperaturas (es decir, 10
— 30 °C) y también con diferentes contenidos hidricos de las semillas (es decir, 7 - 61 %).
Durante el tiempo de estratificacion y el tiempo de induccién en dormicion, se extrajeron
grupos de semillas y se cuantifico el efecto de la temperatura sobre la tasa de salida de la
dormicion primaria e induccién en dormicion secundaria a través de cambios en el rango
de temperatura permisiva para la germinacion de semillas determinado por los parametros
Ti (temperatura del limite inferior) y Tn (temperatura del limite superior). Luego, se
cuantifico el efecto del contenido hidrico durante la salida de la dormicion primaria e
induccion en dormicion secundaria. Finalmente, se cuantificaron los cambios en la
sensibilidad a las fluctuaciones de temperatura y a la luz durante la induccion en
dormicion secundaria. Los resultados mostraron que la tasa de induccion en dormicién
secundaria no solo depende de la temperatura imperante, sino también de la temperatura
experimentada previamente por las semillas durante la salida de la dormicién y el nivel
de dormicion de la poblacion de semillas. Por otro lado, se demostré que no solo la
temperatura tiene un efecto sobre los cambios en el nivel de dormicién (salida de la
dormicion primaria e induccion en dormicién secundaria), sino que también el contenido
hidrico en los bancos de semillas jugaria un papel importante como modulador de estos
cambios dependiendo del nivel de hidratacion de las semillas y la temperatura
predominante. A su vez, los cambios en la sensibilidad a la luz y a las temperaturas
fluctuantes durante la induccion en dormicion secundaria dependen de la temperatura que
modifica el nivel de dormicion de la poblacion de semillas. Finalmente, en funcién de la
cuantificacion de las relaciones encontradas, se desarrollaron modelos matematicos para
predecir los cambios en el nivel de dormicién de la poblacion de semillas enterradas en
el suelo. Sobre la base de los resultados obtenidos, se logré un mayor entendimiento de
la forma en que los factores del ambiente regulan la dormicion de las semillas en los
bancos de semillas del suelo.

Palabras clave: disponibilidad hidrica, dormicion primaria, dormicion secundaria,
germinacion, luz, Polygonum aviculare, temperatura, tiempo térmico.
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Environmental regulation in dormancy level during primary dormancy
release and secondary dormancy induction in Polygonum aviculare L.
seeds: the role of temperature and soil water availability

ABSTRACT

Soil temperature is considered the main environmental factor regulating changes in
dormancy in the soil seed-bank. This effect on changes in primary dormancy release
and induction into secondary is often modulated by soil water content availability. In
the present work we studied the processes of primary dormancy release, induction and
expression of the secondary dormancy in Polygonum aviculare seeds (a spring-summer
annual weed) depending on the thermal and water environment. With this objective, we
did the following: P. aviculare seeds were buried in pots, stratified during dormancy
release at 1.6, 5 and 10 °C. Then, to induce them into secondary dormancy the seeds
were stored at high temperatures (i.e. 10 to 30 °C) and under different water contents.
During the period of stratification (dormancy release) and induction into secondary
dormancy, groups of seeds were removed from the pots and the effect of temperature
on dormancy induction rate was measured through changes in the temperature range
permissive for seed germination determined by 7; (lower temperature limit) and 7y
(higher temperature limit). Then, the effect of seed water content on primary dormancy
release and induction into secondary dormancy was assessed and finally, changes in
seed sensitivity to fluctuating temperature and light during dormancy induction, was
quantified. The results showed that the effect of temperature on the rate of dormancy
induction is not only dependent on prevailing temperature, but also on temperature
experienced by seeds during previous dormancy release and the resulting dormancy
status of the seed population. On the other hand, it was demonstrated that not only the
temperature has an effect on the changes in the dormancy level (primary dormancy
release and subsequent induction into secondary dormancy), but also the water content
in the seed banks would play an important role as modulator of these changes depending
on the hydration level of the seeds and the prevailing temperature. In turn, changes in
sensitivity to light and fluctuating temperatures during induction into secondary
dormancy depends on the temperature that modifies the dormancy level of the seed
population. Finally, based on the quantification of the relationships found, mathematical
models were developed to predict the changes in the dormancy level of the seed
population buried in the soil. Based on the results obtained, an in-depth understanding
was achieved about how environmental factors regulates seed dormancy in soil seed-
banks.

Key-words: germination, light, Polygonum aviculare, primary dormancy, secondary
dormancy, temperature, thermal time, water availability.
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CAPITULO 1

1. INTRODUQCION GENERAL: REVISION DE ANTECEDENTES Y
PRESENTACION DEL PROBLEMA

1.1 Concepto y definicién de Maleza

El concepto de maleza surge desde los inicios de la agricultura. Sin embargo, no
ha sido facil poder definir las malezas como una categoria Unica, por lo que han surgido
diversas definiciones entre los investigadores (Satorre et al., 2016). Si bien las
definiciones pueden ser diversas, un concepto comun puede definir a las malezas como:
plantas que crecen y se desarrollan donde se desea que crezcan otras plantas o
eventualmente, ninguna (Radosevich et al., 2007; Guglielmini et al., 2007). Mas alla de
las caracteristicas bioldgicas o ecoldgicas, las definiciones suelen enfatizar directa o
indirectamente su papel negativo basdndose en un enfoque antropocéntrico. Desde esta
perspectiva, una planta es una maleza no por poseer determinados atributos biol6gicos y
ecologicos, sino mas bien por interferir con las actividades del hombre (Harlan y de Wet,
1963). En los sistemas agricolas, esta perspectiva es la que predomina ya que, las malezas
constituyen una limitacion importante en la mayoria de los sistemas cultivados en todo el
mundo (Scursoni et al., 2007).

Muchas plantas tradicionalmente clasificadas como malezas también pueden ser
utilizadas para fines alimenticios o medicinales, como por ejemplo: Chenopodium album
(Quinoa), Amaranthus hybridus L. (Amaranto), Portulaca oleracea L. (Verdolaga),
Capsela bursa-pasatoris (Bolsa de pastor) y Petiveria alliacea L. entre muchas otras. Por
otro lado, muchas malezas que se desarrollan en areas sometidas a barbecho sirven para
prevenir la erosion del suelo y para reciclar los nutrientes minerales del suelo e incluso
las plantas cultivables que aparecen en areas de cultivo diferente también son
consideradas como malezas (Baskin y Baskin 1977, 1978). Esto hace que practicamente
cualquier planta pueda ser considerada mala hierba si crece en un lugar en el que no es
deseable. Por lo tanto, debe quedar claro que el término "maleza™ es un concepto relativo
y antropocéntrico, y de ningin modo constituye una categoria absoluta (Neve et al.,
2009).

Es bien sabido que las malezas compiten con las plantas cultivables por los
nutrientes del suelo, por agua y por luz (Karssen et al., 1988; Benech-Arnol et al., 2000;
Forcella et al., 2000). Por otro lado, estas plantas indeseables también sirven de
hospederas a insectos y patégenos dafiinos a las plantas cultivables. Sus exudados
radicales y lixiviados foliares resultan ser toxicos a las plantas cultivables. Sin embargo,
en los escenarios agricolas los mayores dafios causados por las malezas provienen de las
evaluaciones de pérdidas de cosechas agricolas (Gibson et al., 2008). De manera general,
se considera que las malezas ocasionan una pérdida directa aproximada del 10% de la
produccién agricola. En cereales por ejemplo, esta pérdida es del orden de mas de 150
millones de toneladas a nivel mundial (Labrada y Parker, 1996). Sin embargo, tales
pérdidas no son iguales en los distintos paises, regiones del mundo y cultivos afectados.
En la década de 1980, se estimo que las pérdidas de la produccion agricola causada por
las malezas ascendian a 7% en Europa y 16% en Africa, mientras que en el cultivo del
arroz fueron de 10,6%, 15,1% en cafa de azucar y 5,8% en algodon (Fletcher, 1983). Las
malezas también obstruyen el proceso de cosecha y aumentan los costos de tales
operaciones (Labrada y Parker, 1996). Ademas, al momento de la cosecha, las semillas
de las malezas pueden contaminar la produccion obtenida (i.e. Datura ferox en el cultivo
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de soja). Finalmente, la presencia de las malezas en areas cultivables reduce la eficiencia
de la fertilizacion y la irrigacion, facilita el aumento de la densidad de otras plagas y al
final los rendimientos agricolas y su calidad decrecen severamente.

La mayoria de las especies maleza, principalmente aquellas de climas templados,
tienen semillas que presentan dormicidn, lo cual les permite la formacion de bancos de
semillas (persistentes y transitorios) y dificulta la predicciéon del momento y el porcentaje
de emergencia de las mismas en condiciones naturales y de cultivo (Baskin y Baskin
1981; Benech-Arnold y S&nchez, 1995). Es por ello que si queremos predecir el momento
y la proporcion de semillas que emergera del banco de semillas, debemos conocer y
considerar los cambios en el nivel de dormicion en funcion de los factores que la regulan
(Bradford, 1995, 2002; Benech-Arnold et al., 2000; Allen, 2003).

1.2 Dormicion de semillas

La dormicién es, posiblemente, el proceso que mas afecta la dinamica de
emergencias del banco de semillas (Forcella et al., 2000; Grundy, 2003). La dormicién
proporciona una estrategia a las semillas para propagar la germinacion en el tiempo con
el fin de reducir el riesgo de muerte prematura en un entorno desfavorable. La dormicion
en semillas es causada por uno o mas bloqueos que impiden la germinacién adn en
condiciones de humedad, aireacion y temperatura adecuadas (Amen, 1968; Egley, 1986;
Murdoch, 2004).

En un intento de formular una definicion, Bewley y Black (1982) definen la
dormicién como una caracteristica interna de la semilla que impide la germinacion bajo
condiciones ambientales, que en otras circunstancias hubieran resultado adecuadas para
la germinacion. Por otro lado, Vleeshouwers et al. (1995), plantearon que la dormicién es
“una caracteristica de la semilla, cuyo nivel definira qué condiciones se deben cumplir
para que la semilla germine”. Més adelante, Benech-Arnold et al. (2000) propusieron una
definicion de dormicion que refuerza el caracter intrinseco del fendmeno, definiéndola
como “una condicion interna de las semillas que impide su germinacion bajo condiciones
hidricas, térmicas y gaseosas que en otras circunstancias hubieran sido adecuadas para
que la germinacion tenga lugar”. Todas estas definiciones denotan que una vez que las
impedancias han sido removidas, la germinacidon ocurrira en un amplio rango de
condiciones ambientales. Dependiendo del momento en el que ocurre la dormicion, la
misma puede ser clasificada en primaria y secundaria (Karssen, 1982; Hilhorst et al.,
1996). Dormicioén primaria, hace referencia a la dormicién que presentan las semillas
recién dispersadas de la planta madre. La dormicion secundaria, resulta de la reinduccion
de la dormicion en semillas que previamente habian salido de la dormicion (Hilhorst,
1995, 1998; Dyer, 1995; Benvenuti et al., 2001; Brandel y Jensen, 2005).

En muchos casos, la salida de la dormicion primaria es seguida de subsecuentes
reinducciones en dormicion secundaria, determinando la existencia de patrones ciclicos
en el nivel de dormicidon. Muchas malezas problematicas, particularmente aquellas
capaces de formar bancos de semillas persistentes, suelen presentar cambios ciclicos en
su nivel de dormicion (Baskin y Baskin, 1988). Por ejemplo, muchas especies anuales
primavero-estivales presentan un alto nivel de dormicion en otofio después de la
dispersion, el cual disminuye durante los meses frios del invierno, para luego volver a
aumentar en los meses de verano. Por el contrario, las especies anuales de invierno,
generalmente muestran un patrén temporal inverso en sus cambios en el nivel de
dormicion. Este comportamiento resalta el valor adaptativo de la dormicion que juega un
papel importante en la adaptacion de las plantas a su entorno, permitiéndoles, por



ejemplo, la identificacion de la estacion del afio que presenta condiciones ambientales
favorables para el establecimiento de la planta (Karssen, 1982; Soppe y Bentsink, 2016).

1.3 Factores del ambiente que regulan cambios en el nivel de dormicién

Es conocido que la temperatura y la disponibilidad hidrica son factores del
ambiente que modifican el nivel de dormicion de las poblaciones de semillas (Bewley,
1997; Bair et al., 2006). Estos factores alteran el nivel de dormicion de los bancos de
semillas determinando patrones estacionales de emergencia de las malezas en el campo
(Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006). Por ejemplo, en el caso de especies anuales de
emergencia primavero-estival, las bajas temperaturas que experimentan durante el
invierno actan como aliviadoras de la dormicion determinando un minimo de dormicion
al inicio de la primavera, mientras que las altas temperaturas que se registran a fines de
la primavera/principios de verano, inducen aumentos en el nivel de dormicion
determinando la entrada en dormicion secundaria. Este tipo de comportamiento ha sido
observado en muchas especies maleza de emergencia primavero-estival, como
Chenopodium &album L., Sysimbrium officinale L., Polygonum persicaria L.
(Bouwmeester, 1990), Polygonum aviculare L. (Kruk y Benech-Arnold, 1998) y
Ambrosia artemiisifolia L. (Baskin y Baskin, 1980). Por el contrario, en especies otofio-
invernales, las temperaturas altas del verano actuan como aliviadoras de la dormicion,
mientras que las bajas temperaturas invernales inducen la entrada en dormicion
secundaria de las semillas (Karssen, 1982). Este es el caso de Capsela bursa-pastoris
(Baskin y Baskin, 1989), Avena fatua (Baskin y Baskin, 1998), Lolium rigidum
(Steadman et al., 2003a, 2003b), Bromus tectorum (Christensen et al., 1996) y
Lithospermun arvense (Chantre et al., 2009).

El proceso por el cual las especies primavero-estivales disminuyen el nivel de
dormicidn se conoce como ‘estratificacion’ 0 ‘chilling’, que consiste en la exposicion de
las semillas a bajas temperaturas (invierno) bajo condiciones de humedad. En el caso de
las especies otofio-invernales son las altas temperaturas actuando sobre semillas con un
bajo nivel de humedad las que alivian la dormicion; a este proceso se 1o denomina ‘pos-
maduracion en seco’ o ‘after-ripening’. El nivel de humedad que presenten las semillas
es determinante para que se lleven a cabo o no los procesos mencionados anteriormente.
Estd mayormente aceptado que es la temperatura la que modifican el nivel de dormicion
de las semillas mientras que el nivel de humedad de las mismas acttia como un modulador
del efecto de la temperatura sobre el nivel de dormicién (Benech-Arnold et al., 2014). Por
ejemplo, para el caso de Bromus tectorum la salida de la dormicidn tiene lugar dentro de
un rango especifico de valores de humedad de la semilla (no ocurre en semillas embebidas
o en semillas muy secas) y dentro de ese rango, el nivel de hidratacion de la semilla
modula el efecto de la temperatura sobre la tasa de salida de la dormicion (Bair et al.,
2006). Sin embargo, existen muy pocos estudios que han tratado de entender como la
disponibilidad hidrica del suelo modula junto con la temperatura los cambios en el nivel
de dormicion de las poblaciones de semillas y mucho menos se ha cuantificado su
respuesta.

La dormicién es un fendmeno relativo mas que absoluto. EI concepto de niveles
de dormicidn relativa fue introducido por Vegis (1964) a partir de las observaciones
obtenidas durante la salida de la dormicién, donde el rango de temperaturas permisivas
para la germinacion se ensancha hasta un maximo. En cambio, a medida que se induce la
dormicion, el rango de temperaturas sobre las que puede proceder la germinacion se
reduce hasta que la germinacion ya no es posible a ninguna temperatura. Sobre esta base,
Karssen (1982) propuso que los patrones estacionales de emergencia de las especies



anuales son el resultado combinado de los ciclos estacionales en las temperaturas del
suelo y cambios fisioldgicos dentro de las semillas que alteran el rango de temperatura
permisivo para la germinacion. Por lo tanto, la germinacién en el campo se restringe a
periodos en los que la temperatura del suelo y el rango de temperatura sobre el cual la
germinacion puede proceder se superponen.

Entonces, un aumento o disminucion en el nivel de dormicidn podria expresarse,
como una ampliacion o reduccion en el rango de temperaturas permisivas para la
germinacién. Estas variaciones en el rango de temperaturas permisivas para la
germinacion pueden ser cuantificadas a partir de dos temperaturas limites umbrales:
temperatura del limite inferior (71) y temperatura del limite superior (71) (Washitani,
1987; Kruk y Benech-Arnold, 1998; Batlla y Benech-Arnold, 2003). Estas temperaturas
limites (71 y Tn) varian entre las semillas dentro de la poblacion (Washitani, 1987; Kruk
y Benech-Arnold, 1998; Batlla y Benech-Arnold, 2003). Por ejemplo, Tis0) y Th(s0)
representan las temperaturas por debajo y por encima de las que se expresa la dormicion
para el 50% de la poblacion. En especies primavero-estivales, los cambios en el nivel de
dormicion se deben a que aumenta o disminuye 71, mientras que en especies de invierno
por fluctuaciones en 7i. Para especies anuales de primavera-verano, como Polygonum
aviculare, la germinacion de una fraccion de la poblacion del banco de semillas se
produce cuando el aumento de la temperatura del suelo (en primavera) excede la 7j para
esa fraccion (Vleeshouwers et al., 1995; Vleeshouwers y Bouwmeester, 2001). Esta
proporcién del banco de semillas de capaz emerger en un momento dado se puede
predecir si la distribucion de 71 dentro de la poblacidon de semilla y sus cambios asociados

al nivel de dormicion de las semillas son conocidos (Batlla y Benech-Arnold, 2003, 2015)
(Fig. 1.1).
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Figura 1.1 Cambios estacionales en el rango de temperaturas permisivo para la germinacion y su relacion
con la dindmica de la temperatura del suelo. Las lineas punteadas finas y las lineas gruesas indican la
temperatura del limite inferior (77) y temperatura del limite superior (7%) del rango permisivo para la
germinacion. La linea continua indica la temperatura del suelo (7°). El area sombreada representa el periodo
en el cual ocurre la germinacién en el campo. a) Para una especie anual estival y b) para una especie anual
inverno-facultativa (adaptado de Probert, 1992).

Una vez que la dormicién es minima, la germinacioén ocurre en un amplio rango
de condiciones ambientales. En efecto, el rango de temperaturas permisivas para la
germinacion aumenta conforme el nivel de dormicidon disminuye, y se estrecha en caso
contrario (Vegis 1964). Analogamente, el potencial agua base (¥; potencial agua por



debajo del cual la germinacién no tiene lugar) disminuye o se incrementa frente a la
reduccién o al aumento en el nivel de dormicion, respectivamente (Gummerson, 1986;
Bradford, 1995). En muchas especies, alcanzar un minimo nivel de dormicion no implica
necesariamente que las semillas vayan a germinar, ya que en algunos casos requieren de
ciertos factores como por ejemplo luz y temperaturas alternadas para terminar la
dormicion y dar lugar al proceso de germinacion (Benech-Arnold et al., 2000). En estas
especies, los cambios en el nivel de dormicidon no sélo se traducen en variaciones en los
rangos de condiciones permisivas para la germinacion, sino también en modificaciones
en la sensibilidad al efecto de los factores que actian como terminadores de la dormicién;
esta sensibilidad aumenta en forma inversamente proporcional al nivel de dormicion
(Derkx y Karssen, 1993; Benech-Arnold et al., 1990a).

1.4 Factores que actiuan como terminadores de la dormicion

Una vez alcanzado el minimo nivel de dormicidon, como se menciono en el parrafo
anterior, muchas especies requieren de la exposicion a la luz y a las temperaturas
alternadas para germinar (Scopel et al., 1991; Ghersa et al., 1992; Benech-Arnold et al.,
2000).

1.4.1 Luz

Existen muchas evidencias que indican que la luz es uno de los principales factores
que actian como terminador de la dormicion (Vazquez-Yanez y Smith, 1982; Cone et al.,
1985; Scopel et al., 1991; Bewley y Black, 1992; Benech-Arnold et al., 2000). El
requerimiento de este factor se relaciona con la posibilidad que tienen algunas semillas
de detectar brechas en el canopeo y/o la profundidad a la que se encuentran enterradas
(Thompson y Grime, 1983; Benech-Arnold et al., 1988; Ghersa et al., 1992). Esta
capacidad de detectar diferentes condiciones del entorno a través de la luz les permite a
las semillas poder ajustar en forma estacional y espacial su germinacion dentro del tiempo
de emergencia (Pons, 1991; Casal, 2013).

Las semillas perciben el estimulo luminico a través de fotorreceptores,
principalmente aquellos pertenecientes a la familia de los fitocromos. En Arabidopsis
thaliana se conocen 5 fitocromos (PHYA — PHYE) (Bortwick et al., 1954; Smith, 1982;
Clack et al., 1994), 5 en Lycopersicon esculentum (PHYA, PHYBI, PHYB2, PHYD y
PHYF) (Pratt et al., 1997) y 3 en Oryza sativa (PHYA - PHYC) (Bae y Choi, 2008). Los
fitocromos poseen dos formas inter-convertibles: Pfi (considerada la forma activa para la
germinacion) que presenta su maxima absorcion alrededor de los 730 nm (luz rojo lejano)
y Pr, el cual presenta su maxima absorcion alrededor de los 660 nm (luz roja) (Fig. 1.2).
Los fitocromos son sintetizados en la semilla en la forma Pr y la proporcidn que pasa a la
forma activa (Pfr) depende del ambiente luminico (composicion espectral de la luz e
irradiancia) al que una semilla se encuentra expuesta. Por ejemplo, exposiciones a un
ambiente luminico caracterizado por una alta relacion rojo-rojo lejano (R:RL) resulta en
una alta proporcién de la molécula en su forma activa (Pfr), determinando en semillas
que requieren este estimulo la terminacién de la dormiciéon y consecuentemente dando
lugar, en condiciones favorables, al proceso de germinacion.
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Figura 1.2 Espectro de absorcion de las dos formas del fitocromo (Pr y Pfr). Estas diferencias en la
absorcion hicieron posible el aislamiento del fitocromo. (Figura modificada de Salisbury, F.B. y Ross, C.W.,
1991. “Plant Physiology”, 2nd ed., Wadsworth Publishing Company).

La terminacion de la dormicidn ocurre cuando la cantidad de Pfr/Ptotal establecida
se encuentra por encima de un valor umbral caracteristico de cada especie (Bewley y
Black, 1982; Casal y Sanchez, 1998). Una caracteristica importante de los espectros de
absorcion para ambas formas del fitocromo es la superposicion de los mismos. Esto
determina que la cantidad de Pfr establecida luego de una exposicion saturante de rojo
alcance valores cercanos al 86% de Pfr, mientras que luego de una exposicion de rojo
lejano la cantidad de Pfr obtenida sea de 3%. Existen tres modos de accion del fitocromo.
El primero de estos, ésta mediado por el fitocromo A (PHY-A) y se denomina respuesta
del tipo VLFR (Very Low Fluence Response) (Botto et al., 1996; Shinomura et al., 1996).
Este modo de accion se expresa con exposiciones a muy bajos flujos de fotones que
establecen porcentajes de Pfr/Ptotal entre 10y 1072, Este tipo de respuesta, no reversible,
estimula la terminacion de la dormicion en algunas especies de malezas ante brevisimas
exposiciones a la luz (Scopel et al., 1991; Derks y Karssen, 1993). El segundo tipo de
respuestas es LFR (Low Fluence Response). Esta respuesta esta mediada por el fitocromo
B, requiere de exposiciones a bajos flujos de fotones, que establecen porcentajes de
Pfr/Ptotal entre 1 y 86% (Cone et al., 1985; Shinomura et al., 1994; Botto et al., 1995;
Casal y Sanchez, 1998). Este modo de accién estd caracterizado por presentar
reversibilidad y cumplir con la ley de reciprocidad (Borthwick et al. 1952; Neff et al.,
2000). Un ultimo tipo de respuesta, también mediada por el fitocromo A, son las
respuestas del tipo HIR (High Irradiance Response). Hartmann, 1966 propuso que las
respuestas del tipo HIR se manifiestan con exposiciones prolongadas a luz con altos flujos
de fotones (PFD) siendo los mas efectivos aquellos con longitudes de onda de 710-720nm
0 340-500nm. Este tipo de respuesta se caracteriza por no mostrar reciprocidad e inhibir
la germinacion (Wall y Johnson, 1983; Frankland y Taylorson, 1983; Contreras et al.,
2009; Piskurewicz et al., 2009; Gorski et al., 2013).

Los modos de accion del fitocromo que se describieron anteriormente (LFR,
VLFR y HIR) estan involucrados en diferentes respuestas de las semillas a la luz en
condiciones naturales (Casal y Sanchez 1998; Pons, 2000; Casal et al., 2014). La
promocion de la germinacién de las semillas puede estar mediada por una respuesta del



tipo LFR y/o VLFR, mientras que la inhibicion de la germinacion de las semillas puede
estar mediada por una respuesta del tipo LFR y/o HIR. Sin embargo, En los sistemas
agricolas, muchas veces se ve afectada la respuesta que pueden presentar las semillas a la
luz, debido a la profundidad que estan enterradas (Benvenuti et al., 2001; Grundy et al.,
2003; Maraghni et al., 2010), la densidad del canopeo (Fenner, 1980; Pons; 1983; Batlla
et al., 2000; Gorsky et al., 2013), la cobertura del suelo (Kruidhof et al., 2008; Chauhan
y Johnson, 2009), la disponibilidad hidrica en el suelo (Batlla y Benech-Arnold, 2006,
2007; Tang et al., 2016) y las diferentes practicas agricolas (Scopel et al., 1991, Botto et
al., 1998, 2000; Benech-Arnold et al., 2000).

1.4.2 Temperaturas alternadas

Muchas especies maleza requieren del estimulo de la alternancia de temperaturas
para terminar la dormicion y dar lugar al proceso germinativo (Roberts y Totterdell, 1981;
Benech-Arnold et al., 1990a, b; Batlla et al., 2003; Huarte y Benech-Arnold, 2005). Para
las semillas enterradas en el banco de semillas, las temperaturas alternadas constituyen
una sefial ambiental importante para la terminacion de la dormicion, ya que por debajo
de los primeros milimetros de profundidad, la influencia del ambiente luminico es nula y
este mecanismo les permite determinar la profundidad a la que se encuentran enterradas
(Bliss y Smith, 1985; Tester y Morris, 1987; Pons, 2000). Se han identificado varios
atributos de los ciclos de temperatura fluctuante que podrian ser responsables de su efecto
estimulante. Entre los mas relevantes se ha observado un aumento en la respuesta ante
aumentos en la amplitud térmica del ciclo. Por ejemplo, en Chenopodium album se
observo un incremento en la proporcion de semillas que salian de la dormicidon cuando la
amplitud del ciclo era entre 2,4 y 15 °C (Murdoch y Roberts, 1997). Por otro lado,
Benech-Arnold et al. (1990a) observaron que el efecto estimulante de los ciclos es
acumulativo, lo que significa que ante el aumento en el nimero de ciclos se incrementa
la proporcion de la poblacion que sale de la dormicion. Por ejemplo, en el caso de
Sorghum halepense, 10 ciclos de temperaturas alternadas determinaron la terminacion de
la dormicién en el doble de individuos que cuando la poblacion fue expuesta a 5 ciclos
de temperaturas alternadas (Benech-Arnold et al., 1990a).

1.5 Desarrollo de modelos predictivos

El uso de modelos predictivos para definir estrategias de control de malezas es
cada vez mas relevante debido a las presiones actuales de reducir el uso excesivo de
insumos quimicos en las producciones agricolas (Grundy et al., 2000). Los modelos de
emergencia utilizan el tiempo biologico, en el cual la germinacion avanza a diferentes
tasas de acuerdo a las condiciones ambientales (Bradford 1996; Finch-Savage, 2004).
Estas tasas se determinan mediante el incremento del progreso hacia la germinacion como
una funcion de la diferencia entre las condiciones ambientales y un valor umbral minimo,
por debajo del cual no se completa la germinacion, o un valor umbral méximo, por encima
del cual tampoco hay respuesta (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006). Por ejemplo,
la respuesta de una semilla en términos de cuando y si se lleva o no a cabo la germinacion,
esta determinada por su umbral de sensibilidad en relacion con las sefiales que hay en el
ambiente; cuanto mayor sea la sefial por encima del umbral, mas rapida sera la respuesta.
Sin embargo, las poblaciones de semillas de especies silvestres tienden a presentar
dormicion en sus semillas, y a la vez, la profundidad de la dormicion tiende a variar
ampliamente, y por ende, también los umbrales requeridos para que ocurran cambios en
el nivel de dormicion y para permitir la germinacion varian (Bewley et al., 2013).

En los ultimos afos se han desarrollado diversos tipos de modelos buscando



predecir los cambios en el nivel de dormicién que experimentan los bancos de semillas.
Entre ellos, se han desarrollado modelos de salida de la dormicion para varias especies,
como Bromus tectorum (Bauer et al., 1998), Aesculus hippocastanum (Pritchard et al.,
1996), Polygonum aviculare (Batlla y Benech-Arnold, 2003, 2005, 2006), Lithospermun
arvense (Chantre et al., 2009), etc. Sin embargo, son pocos los intentos de incluir en los
modelos los cambios en el nivel de dormicion durante la entrada en dormicion secundaria
con el objetivo de predecir los cambios ciclicos en el nivel de dormicion (Batlla y Benech-
Arnold, 2010). Entre algunos modelos podemos mencionar a Vlesshouwers y Kropft
(2000) y Vlesshouwers y Bowmeester (2001) que desarrollaron modelos predictivos del
ciclado de la dormicion para tres especies maleza. En estos modelos la tasa de entrada en
dormicion secundaria aumentaba en forma lineal con la temperatura por encima de los 8
°C para dos de las especies estudiadas, mientras que para la tercera especie presentaba un
optimo en 10 °C. Los resultados obtenidos mostraron que los modelos desarrollados
podian predecir con cierta exactitud los cambios relativos en el nivel de dormicion, pero
no eran lo suficientemente precisos como para predecir los patrones de emergencia en el
campo. En base a estos resultados, los autores concluyeron que era preciso mejorar la
simulacion de los cambios en el nivel de dormicion de las semillas enterradas para poder
predecir la emergencia en situaciones de campo.

Otro factor ambiental importante que puede afectar los niveles de dormicion de la
poblacion de semillas en el campo es el contenido hidrico del suelo a través de su efecto
sobre el nivel de humedad de las semillas (Baskin y Baskin, 1998). En relaciéon a las
evidencias disponibles en donde se cuantifico el efecto de este factor sobre la salida de la
dormicion, se observo la existencia de un minimo nivel de humedad para que la salida de
la dormicidn tenga lugar, y luego un aumento de la tasa de salida hasta un valor donde la
tasa se hace méxima. Por ejemplo, Wang et al. (2009) observaron que la salida de la
dormicidn a bajas temperaturas en Vitis vinicola era nula por debajo del 20% de humedad
de la semilla, para luego aumentar hasta hacerse méxima en 40% de humedad. A su vez,
Bair et al. (2006) cuantificaron el efecto del estado hidrico del suelo en la salida de la
dormicion en semillas de Bromus tectorum, observando que la inclusion de este factor en
el modelo desarrollado permitia mejorar la prediccion realizada. Mas alld de estas
evidencias, existen muy pocos estudios que hayan intentado caracterizar, y menos auin,
cuantificar el efecto del contenido hidrico del suelo sobre los cambios en el nivel de
dormicidn de las poblaciones de semillas durante la salida de la dormicién e induccion en
dormicion secundaria.

1.6 Planteo del problema

Han existido diversos esfuerzos por desarrollar modelos que permitan predecir los
cambios en el nivel de dormicion que experimentan los bancos de semillas. Sin embargo,
son muy pocos los modelos de prediccion de emergencia de malezas que han intentado
incluir la induccidn en dormicion secundaria en las simulaciones y mucho menos el efecto
de la disponibilidad hidrica sobre la entrada en dormicioén secundaria. Existe suficiente
informacion que involucra a la temperatura como factor principal de los cambios en el
nivel de dormicién (Bewley, 1997). Por ejemplo, Batlla et al. (2009) reportaron que
semillas de Polygonum aviculare, al ser almacenadas a altas temperaturas (20 — 25 °C)
mostraban una disminucion del porcentaje de germinacion, lo cual demuestra el efecto de
las altas temperaturas sobre la induccion en dormicidn secundaria. Por otro lado, Kebreab
y Murdoch (1999) desarrollaron un modelo para determinar la tasa de salida y entrada en
dormicion secundaria en semillas embebidas de Orobanche spp. Los resultados
encontrados mostraron que a 10°C las semillas salen de la dormicion primaria y, por el



contrario, a temperaturas mayores de 15°C la induccidén en dormicion secundaria ocurre
auna tasa mayor a medida que aumenta la temperatura. Por lo tanto, la temperatura estaria
determinando la tasa con la cual entran en dormicion secundaria. Sin embargo, no se ha
intentado cuantificar el efecto de la temperatura sobre la induccion en dormicidon
secundaria.

En relacion con las evidencias expuestas anteriormente provenientes de
experimentos en los que se cuantificé el efecto de la disponibilidad hidrica sobre la salida
de la dormicioén en otras especies, se observo que la disponibilidad hidrica del suelo
estaria jugando un rol importante en los cambios asociados al nivel de dormicion
determinados por la temperatura. Sin embargo, la influencia del contenido de humedad
de las semillas sobre los cambios en la dormicion, ha sido raramente cuantificada y,
mucho menos, incluida en modelos predictivos. Es por ello que, a pesar de los avances
que se han realizado en la comprension del fendmeno de enmalezamiento en las tltimas
décadas, la persistencia de las problematicas asociadas a la dormicién en los sistemas
agricolas actuales pone en evidencia nuestra incapacidad para predecir y eventualmente
controlar este fendmeno con precision suficiente. Esto se debe, en parte, a nuestro
desconocimiento de distintos aspectos relacionados a la regulacion del proceso.

En efecto, el hecho de que no se hayan desarrollado modelos que contemplen los
efectos de la temperatura y el contenido hidrico en el suelo sobre la entrada en dormicion
secundaria se debe fundamentalmente a que este fendmeno ha sido escasamente
estudiado. Esto ha determinado que la mayoria de los modelos disponibles no sean
capaces de predecir los cambios ciclicos en el nivel de dormicion, y consecuentemente,
no permitan predecir con exactitud el periodo de emergencia de las malezas en
condiciones de campo. El presente proyecto de investigacion propone caracterizar y
cuantificar el efecto de la temperatura sobre la entrada en dormicidon secundaria, y del
contenido hidrico del suelo sobre la salida de la dormiciéon primaria y la entrada en
dormicién secundaria en semillas de Polygonum aviculare, una maleza primavero-
estival, e incluir las relaciones cuantitativas establecidas en un modelo que sea capaz de
predecir los cambios ciclicos en el nivel de dormicién en poblaciones de semillas
enterradas.

1.7 Caso de estudio: Polygonum aviculare L. (Sanguinaria o cien nudos)

Polygonum aviculare L. (sanguinaria o cien nudos) es una planta anual herbacea
o subherbécea de origen eurasiatico, se encuentra frecuentemente como ruderal y arvense
principalmente en condiciones de climas templados (Fig. 1.3). Su nombre aviculare se
debe a que muchas especies de pajaros acuden a comer sus pequefias semillas. P. aviculare
se comporta como maleza de gran importancia en cultivos de cereales, especialmente en
cultivos de trigo, cebada y en algunos casos maiz (Marzocca, 1976; Alonso, 1984; Holm
et al.,, 1997). Se propaga por semilla, y en condiciones naturales sus semillas son
dispersadas a mediados del otofio, presentando las mismas un alto nivel de dormicién al
momento de su dispersion (Ransom, 1935; Hammerton, 1964; Courtney, 1968; Khan y
Ungar, 1997; Kruk y Benech-Arnold, 1998).

Existe evidencia que las bajas temperaturas del invierno disminuyen los niveles
de dormicion en semillas de esta especie, mientras que las altas temperaturas inducirian
la entrada en dormicion secundaria (Ransom, 1935; Hammerton, 1964; Courtney, 1968;
Baskin y Baskin, 1988, 1990; Kruk y Benech-Arnold, 1998). Esto determina que semillas
que se encuentran enterradas en el suelo presenten patrones ciclicos en su nivel de
dormicioén a lo largo del afio (Courtney, 1968; Baskin y Baskin, 1990). Estos patrones
ciclicos determinan ventanas de emergencia de la poblacion de semillas a fines del
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invierno-principios de primavera, debido al efecto de las bajas temperaturas invernales,
determinando la germinacion de gran parte de la poblacion durante el transcurso de la
primavera. Asi mismo, las altas temperaturas que se registran durante el verano producen
la entrada en dormicidn de la poblacién de semillas, recomenzando el ciclo (Courtney,
1968, Kruk y Benech-Arnold, 1998, Batlla y Benech-Arnold, 2003). Estudios realizados
recientemente sugieren que el efecto de la temperatura sobre el nivel de dormiciéon en
semillas de esta especie podria, a su vez, estar modulado por la disponibilidad hidrica del
suelo (Wang et al., 2009). Por otro lado, ha sido documentado que la germinacion de estas
semillas es estimulada por luz (Courtney, 1968; Baskin y Baskin, 1988, Batlla y Benech-
Arnold, 2003) y las fluctuaciones de temperatura (Thompson y Whatley, 1983), y se han
detectado biotipos resistentes a varios herbicidas (Oorschot et al., 1988; Bulcke et al.,
1988).

Figura 1.3 Especie modelo primavero-estival Polygonum aviculare L. (Sanguinaria o cien nudos). a) Las
semillas son aquenios ovoides, trigonos de 2 a 3 mm de largo, color moreno-rojizo hasta casi negros. b)
Plantulas emergidas de P. aviculare. ¢) Planta adulta herbacea, con tallos delgados, estriados, simples hasta
muy ramificados que forman matas postradas de aproximadamente 1 m de didmetro y hasta 50 cm de altura.
d) Flores axilares, solitarias o agrupadas en glomérulos, perianto verdoso con margenes blanquecinos o
rosados.

En este contexto, esta especie resulta un sistema experimental atractivo para el
estudio y posterior modelado de los patrones de dormicion que presentan las semillas de
malezas enterradas en el suelo, debido a: 1) su gran importancia econémica como maleza,
ii) los estudios previos que han permitido comprender y modelar los cambios en los
niveles de dormicidn en esta especie y que, por lo tanto, sirven de base en los aspectos
para los que se propone avanzar esta tesis, y iii) la evidencia experimental disponible, que
la presenta como un sistema adecuado para el estudio de la dormicién, debido a que
presenta un patron ciclico de variacion en el nivel de dormicion en el suelo, y respuesta a
la luz y a las temperaturas alternadas.
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1.8 OBJETIVOS E HIPOTESIS
1.8.1 Objetivo general del proyecto

Este proyecto de tesis tiene como objetivo general estudiar los procesos de salida de
dormicion primaria, induccion y expresion de la dormicion secundaria en semillas de
Polygonum aviculare en funcion del ambiente térmico e hidrico.

1.8.2 Objetivos especificos e hipotesis

1) Caracterizar el rol del contendido hidrico del suelo durante la salida de la dormicion
primaria y la induccion en dormicion secundaria de semillas de P. aviculare.

Hipotesis 1a — Durante el proceso de salida de la dormicion primaria el contenido hidrico
del suelo afecta la tasa con la cual las semillas de P. aviculare salen de la dormicion.

Hipotesis 1b — Durante el proceso de induccién en dormicion secundaria el contenido
hidrico afecta la tasa con la cual las semillas de P. aviculare son inducidas en dormicion
secundaria.

2) Caracterizar el rol de la temperatura durante la induccidon en dormicion secundaria en
semillas de P. aviculare y establecer relaciones cuantitativas entre los cambios en el nivel
de dormicion, medidos a partir de modificaciones en el rango térmico permisivo para la
germinacion.

Hipotesis 2 — La entrada en dormicién secundaria ocurre a partir de una temperatura
umbral, por encima de la cual la induccion tiene lugar a mayor o menor velocidad
dependiendo de los dias de exposicion y la temperatura predominante.

3) Cuantificar los cambios en el nivel de dormicion durante la induccion en dormicion
secundaria, medidos a partir de cambios en la sensibilidad a los factores que terminan la
dormicion (i.e. luz y temperaturas alternadas).

Hipotesis 3 — Durante la induccion en dormicidn secundaria disminuye la sensibilidad a
la luz y a las temperaturas alternadas.

4) En funcion de las relaciones cuantitativas establecidas anteriormente, desarrollar un
modelo que permita simular cambios ciclicos en el nivel de dormicion en poblaciones de
semillas enterradas de P. aviculare, y poner a prueba su funcionamiento con datos de
emergencia obtenidos a campo.
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1.9 Estructura de la Tesis

La presente tesis se estructura en 5 Capitulos. Con el propdsito de cumplir con los
objetivos propuestos, los resultados de este trabajo se presentan en los capitulos 2, 3, y 4.
En cada uno de ellos, se presenta una introduccion al tema, los objetivos particulares y se
discuten los resultados obtenidos. En el Capitulo 2, se describen los resultados de un
analisis cuantitativo que caracteriza la entrada en dormicion secundaria y la construccion
de un modelo de tiempo térmico de induccién en dormicion (DIy) desarrollado a partir
cambios en los parametros térmicos de la poblacion de semillas. En el Capitulo 3 se
describen los resultados de un analisis de la salida de la dormicion primaria e induccion
en dormicidon secundaria en funcion de la disponibilidad hidrica de las semillas y se
propone la construccion de un modelo predictivo. En el Capitulo 4 se describen los
resultados de un andlisis cuantitativo de la respuesta a ciclos de temperaturas fluctuantes
en relacion con el nivel de dormicion de la poblacion de semillas durante la entrada en
dormicién secundaria y se propone un modelo predictivo. A su vez, se presentan los
resultados de un andlisis de los cambios en la sensibilidad a la luz de las semillas en
relacion con el nivel de dormicidn de la poblacion y también se propone un modelo para
predecir respuestas del tipo LFR, VLFR y oscuridad en funcion de la temperatura de
entrada en dormicién secundaria. Finalmente, el Capitulo 5 comprende la discusion
general de los resultados obtenidos en esta tesis.
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CAPITULO 2*

2. REGULACION DE LA INDUCCION EN DORMICION SECUNDARIA EN
FUNCION DE LA TEMPERATURA, EN SEMILLAS DE Polygonum aviculare L.:
UN ANALISIS CUANTITATIVO

2.1 Introduccion

Polygonum aviculare L. (Sanguinaria o cien nudos) pertenece a la familia de las
Polygonaceaes y es una maleza cosmopolita herbacea anual comun de verano de climas
templados (Holm et al., 1997). En condiciones naturales las semillas de P. aviculare
tienden a formar bancos de semillas persistentes en el suelo y muestran cambios ciclicos
en el nivel de dormicidon dependiendo de la estacion predominante (Courtney, 1968;
Baskin y Baskin, 1985; 1990; Forcella et al., 2000). Como ya se menciond en el Capitulo
1, dependiendo del momento en el que ocurre, la dormicién puede clasificarse en
dormicién primaria y secundaria (Karssen, 1982). La dormicion primaria se refiere a la
condicién innata que presentan las semillas cuando son dispersadas por la planta madre
(Bewley y Black, 1994). La dormicion secundaria se refiere a un estado de dormicion que
se induce en las semillas no dormidas, o re-inducida en semillas una vez que han
alcanzado un nivel bajo de dormicion. Las semillas de P. aviculare usualmente presentan
un alto nivel de dormicion (dormicion primaria) al momento de la dispersion, la cual
normalmente ocurre a finales de verano (Kruk y Benech-Arnold, 1998; Batlla y Benech-
Arnold, 2003). Este alto nivel de dormicion se evidencia por el hecho de que las semillas
recién dispersadas no germinan a ninguna temperatura (Batlla y Benech-Arnold, 2003).
Las semillas salen de la dormicion si estdn embebidas y expuestas a bajas temperaturas
(estratificacion); estas condiciones prevalecen normalmente en el suelo durante los meses
después de la dispersion (es decir, otofio e invierno), determinando de este modo un bajo
nivel de dormicion al final del invierno (Baskin y Baskin, 1998; Batlla y Benech-Arnold,
2003). Durante la primavera, las semillas que por diferentes razones no germinaron, son
expuestas al incremento de las temperaturas, y por lo tanto, son inducidas en dormicion
secundaria evitando de este modo la germinacion durante los meses de verano. Como se
ha mencionado en el capitulo introductorio, estos cambios estacionales en el nivel de
dormicion en semillas son regulados principalmente por la temperatura, aunque este
efecto sea posiblemente modulado también por otros factores como, por ejemplo, el nivel
de hidratacion de las semillas.

El nivel de dormicion de una poblacion de semillas puede variar en una escala de
grados de dormicion continua, entre un punto donde la dormicidén es maxima y otro punto
en la que es minima (Batlla et al., 2004). El grado o nivel de dormicién de una poblaciéon
de semillas establece la amplitud del rango de condiciones ambientales que permiten la
germinacion (Vegis, 1964). Por ejemplo, a medida que disminuye el nivel de dormicion,
el rango de temperaturas permisivas para la germinacion se ensancha gradualmente hasta
un maximo, mientras que, cuando se induce en dormicion secundaria (aumenta el nivel
de dormiciodn), el rango de temperaturas permisivas para la germinacion se estrecha hasta
que la germinacién ya no es posible a ninguna temperatura y las semillas alcanzan
“dormicion absoluta” (Karssen, 1982; Bouwmeester y Karssen, 1992). Por lo tanto, a
excepcion de la poblacion de semillas (o una fraccion de una poblacion de semillas) que

* Los datos presentados en este Capitulo han sido publicados en: Malavert, C., Batlla, D. and Benech-
Arnold R.L. (2017). Temperature-dependent regulation of induction into secondary dormancy
of Polygonum aviculare L. seeds: A quantitative analysis. Ecological Modelling 352:128-138.
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muestra “dormicion absoluta” y, por consiguiente, no germina a ninguna temperatura, la
dormicién en semillas es un fendmeno relativo que, dependiendo del nivel de dormicion
de la poblacion, puede ser expresado a determinadas temperaturas de incubacion, pero no
a otras (Hilhorst, 2007). En especies primavero-estivales como P. aviculare, cambios en
el rango de temperaturas permisivas para la germinacion durante la salida e induccion en
dormicién son principalmente una consecuencia de un incremento o disminucion,
respectivamente, en la capacidad de las semillas de germinar a bajas temperaturas,
mientras que la germinacion a altas temperaturas suele ser posible incluso cuando las
semillas todavia tienen un alto nivel de dormicion (Courtney, 1968).

Los conceptos de “temperatura del limite inferior (71)” y “temperatura del limite
superior (71)” introducidos por Washitani (1987) permiten dar cuenta de esta expresion
de la dormicién dependiente de la temperatura y han sido ampliamente utilizados en
trabajos anteriores con esta especie (Batlla y Benech-Arnold, 2003, 2015). Cuando una
poblacion de semillas muestra expresion de la dormicion dependiente de la temperatura,
los porcentajes de germinacion final disminuyen gradualmente a medida que la
temperatura de incubacion se aparta de aquella a la cual la dormicion no se expresa (o se
expresa menos), una temperatura considerada a veces erroneamente como “temperatura
optima”. Esta disminucion gradual puede ser considerada como una consecuencia del
diferente nivel de dormicién en los individuos que componen la poblacion (Batlla y
Benech-Arnold, 2015). Ese diferente nivel de dormicion entre los individuos se
manifiesta como una temperatura diferente a la cual la dormicidon empieza a expresarse
0, en palabras de la ecuacion de Washitani, como una “temperatura del limite inferior
(Th)” o “temperatura del limite superior (71)” diferente. Por esta razon, se considera que
tanto la 71 como la 7j se distribuyen normalmente dentro de la poblacion, con una media
de Tiis0)y Th(s0) con sus respectivos desvios estandar ori y oth (Washitani, 1987; Kruk y
Benech-Arnold, 1998, 2000; Batlla y Benech-Arnold, 2003). En semillas de P. aviculare,
durante la salida de la dormicidn primaria (e.j. estratificacion a bajas temperaturas 0 — 10
°C), el rango de temperaturas para la germinacién se amplia como consecuencia de una
disminucion en la 71. Se ha demostrado que esta disminucion esta linealmente relacionada
con la acumulacion de unidades de tiempo térmico de estratificacion (S, del inglés,
Stratification thermal time), un indice construido sobre la acumulacion de temperaturas
por debajo de un umbral de temperatura por encima de la cual la salida de la dormicion
no ocurre (Batlla y Benech-Arnold, 2003). Aunque la temperatura de estratificacion no
modifica la relacion entre la salida de la dormicion primaria (evaluada mediante cambios
en 71) y Su, si afecta la distribucion de 71 (or1) dentro de la poblacion de semillas, lo que
a su vez afecta el comportamiento de la germinacion a temperaturas de incubacidon
cercanas a la 7o) de la poblacion de semillas (Batlla y Benech-Arnold, 2003). Por el
contrario, durante la induccion en dormicion secundaria (la cual resulta de la exposicion
a temperaturas por encima de 10 °C) se podria esperar un estrechamiento en el rango
debido a un aumento en la 7js0) como lo muestran preliminarmente Batlla y Benech-
Arnold (2003). Sin embargo, no se han realizado investigaciones para describir
formalmente esta relacion entre 7is0) (y omi) y la induccion en dormicion secundaria como
resultado de la exposicion a temperaturas por encima de 10 °C. Tampoco se ha
investigado si la temperatura de estratificacion durante la salida de la dormicion primaria
afecta a la tasa de induccidn en dormicion secundaria o no.

Los objetivos de este Capitulo son: (i) establecer una relacion cuantitativa entre la
temperatura, la duracion de la exposicion y la inducciéon en dormicidén secundaria
caracterizada a partir de cambios en Tjs0) en semillas de Polygonum aviculare, y ii)
investigar como las diferentes condiciones de estratificacion durante la salida de la
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dormicion primaria afectan la posterior tasa de induccion en dormicion secundaria. Dado
que el control ambiental de la induccién en dormicién secundaria y, en particular, sus
aspectos cuantitativos, han sido muy poco estudiados en comparacion con la salida de la
dormicién primaria, esta investigacion tiene la intencion, ademas, de evidenciar y discutir
las complejidades de estas respuestas.

2.2 Materiales y Métodos

Las semillas de P. aviculare (sanguinaria o cien nudos) se recolectaron en un
campo de trigo ubicado en Balcarce (Lat. 37° 45 'S, Long. 58° 18' W), Provincia de
Buenos Aires, Argentina, en el momento de su dispersion natural (marzo 2013). Después
de la recoleccion, las semillas fueron aventadas con un soplador de semillas (Modelo
1836-3 Burrows, Evanston, IL, EE.UU.) y almacenadas (contenido de humedad en la
cosecha del 12%) en frascos de vidrio negro a temperatura ambiente (aprox. 20 °C)
durante 30 dias hasta el comienzo del experimento. Al inicio del experimento, cuatro
réplicas de 40 semillas se expusieron a una prueba inicial de germinacion (ver el test de
germinacion) para cuantificar el nivel de dormicidn inicial de la poblacion (germinacion
observada <2%)).

2.2.1 Condiciones térmicas durante el almacenamiento

2.2.1.1 Salida de la dormicion primaria

En mayo de 2013, se colocaron grupos de aproximadamente 300 semillas en
bolsas de malla de nylon y se enterraron a 4 cm de profundidad en macetas de plastico
negro con didmetro de 8 cm, conteniendo un sustrato de tierra (40%), arena (40%) y
vermiculita (20%). Las macetas se regaron a saturacion, se dejaron drenar durante 48 h,
y se pesaron para determinar el peso que corresponde a capacidad de campo para cada
maceta. La constancia del contenido de humedad del sustrato se reviso periodicamente
durante el experimento. En el caso de observarse valores de peso menores a los
determinados para capacidad de campo, se afadid agua hasta que llegaran a su peso
original para mantener su estado inicial de contenido hidrico. Las bandejas con las
macetas fueron expuestas a tres temperaturas de estratificacion: 1.6, 5 y 10 °C,
ubicandolas en camaras incubadoras calibradas a esas temperaturas. A intervalos de
tiempo durante todo el periodo de estratificacion, cuatro bolsas de malla de nylon que
contienen las semillas (cuatro repeticiones) fueron exhumadas de las bandejas ubicadas a
cada temperatura de estratificacion y puestas a germinar como se describe mas abajo en
el test de germinacion. Las semillas estratificadas a cada temperatura se exhumaron al
acumular la misma cantidad de unidades de tiempo térmico de estratificacion (°Cd) de
acuerdo con el modelo propuesto por Batlla y Benech-Arnold, (2003):

S, = Diase(T, -T,) Ecuacion (2.1)
donde Sy, es el tiempo térmico de estratificacion (°Cd), Tt es la temperatura de salida de
la dormicion (umbral) (es decir, 17 °C, para P. aviculare, temperatura a la cual, o sobre la

cual, la salida de la dormicién no ocurre) y 75 es la temperatura media diaria de
estratificacion (Batlla y Benech-Arnold, 2003).

2.2.1.2 Induccion en dormicion secundaria

Para inducir las semillas en dormicion secundaria se usaron dos enfoques
diferentes: (1) las bandejas con macetas que contenian semillas previamente estratificadas
a 5 °C y que habian alcanzado un nivel de dormicioén “bajo” (acumularon 1500 °Cd de
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acuerdo con la ecuacion 2.1) se almacenaron a diferentes temperaturas (10, 15, 20, 25 y
30 °C), de acuerdo con resultados obtenidos en experimentos preliminares (Malavert et
al., 2014) llevados a cabo para inducir en dormicidon secundaria las semillas de P.
aviculare. A intervalos de tiempo durante todo el periodo de induccién en dormicion
secundaria, cuatro bolsas de malla de nylon que contenian semillas (cuatro repeticiones)
fueron exhumadas de las bandejas almacenadas a cada una de las temperaturas y
evaluadas en el test de germinacion como se describe mas abajo, hasta que no se observo
mas germinacion (“maximo nivel de dormicion”). (ii) Las bandejas con macetas que
contenian las semillas previamente estratificadas a diferentes temperaturas (1.6, 5 y
10 °C), pero que habian acumulado la misma cantidad del tiempo térmico de
estratificacion (Si) segin la ecuacion (2.1), y por lo tanto deberian haber alcanzado un
mismo nivel de dormicion, fueron expuestas a una temperatura unica (20 °C) para inducir
las semillas en dormicién secundaria. A intervalos de 0, 2, 4, 8, 14 y 20 dias durante todo
el periodo de inducciéon en dormicidn, cuatro bolsas de malla de nylon que contenian
semillas (cuatro repeticiones) fueron exhumadas y se les realizo el test de germinacion
como se describe mas abajo. Durante el tiempo de almacenaje para la salida y la induccion
en dormicion secundaria, la temperatura del suelo en las macetas se registrd en forma
horaria utilizando sensores de temperatura (RC-30B Temperature Data-Logger, Schwyz).

2.2.2 Test de germinacion

Las semillas fueron exhumadas bajo luz verde fluorescente tenue, y las bolsitas se
lavaron con agua destilada para eliminar las particulas de suelo adheridas a las mismas.
Cuatro réplicas de 40 semillas se colocaron en placas de Petri de 9 cm de diametro que
contenian 5 ml de agua destilada sobre dos discos de papel de filtro (Whatman No. 3). A
continuacion, las semillas fueron expuestas a un pulso saturante de luz roja (proporcion
calculada del fitocromo como Pfi- [Pfi/Pt] = 87%, 35 mmol m?s™") proporcionada por
tubos fluorescentes rojos (Philips 40/15, Alemania) durante 20 minutos (Casal et al.,
1991; Batlla y Benech-Arnold, 2005). Después de esto, las réplicas se colocaron en
camaras de germinacion a temperaturas constantes de 10, 15, 20, 25 y 30 °C para
determinar el nivel de dormicion de la poblacion de semillas. Las semillas germinadas se
contaron cada 2 dias durante un intervalo de 15 dias. Las semillas fueron expuestas a luz
blanca fluorescente durante el conteo de la germinacion, pero por lo demés se
mantuvieron en oscuridad dentro de las cdmaras de incubacion. El criterio para registrar
germinacion fue el crecimiento radicular de mas de 2 mm y las semillas germinadas
fueron retiradas después del conteo. La temperatura en cada camara se registré en forma
horaria durante el tiempo de incubacion por medio de sensores de temperatura (RC —30B
Temperature Data-Logger, Schwyz).

2.2.3 Determinacion de los pardmetros térmicos que caracterizan el nivel de dormicion
de la poblacion

Los cambios en el nivel de dormicién de las especies anuales de verano pueden
ser cuantificados mediante cambios en la temperatura del limite inferior (71) para la
germinacion de las semillas, la cual se distribuye normalmente en la poblacion con una
media (7is0)) y su desviacion estandar (ori). Por lo tanto, se utilizaron estos parametros
térmicos (7is0) y o11) como indicadores del nivel de dormicion de la poblacion de semillas
(Washitani, 1987; Batlla y Benech-Arnold, 2015).

Las curvas de germinacion obtenidas en cada momento de muestreo para semillas
expuestas a diferentes temperaturas (ya sea al final del tratamiento de estratificacion en
frio para la salida de la dormicion primaria, o durante la inducciéon en dormicion
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secundaria a través de estratificacion en caliente) se analizaron utilizando el modelo
matematico propuesto por Washitani (1987), posteriormente desarrollado por Kruk y
Benech-Arnold (1998, 2000) y Batlla y Benech-Arnold (2003). Los parametros térmicos
se obtuvieron mediante el ajuste entre las curvas de germinacion que simula el modelo y
las curvas de germinacidon obtenidas experimentalmente para semillas exhumadas en
diferentes momentos durante la induccion en dormicion secundaria a 10, 15, 20, 25 y
30 °C que fueron incubadas a 10 y 15 °C. El modelo predice la dinamica de germinacion
de una poblacioén de semillas en funcion del tiempo y la temperatura y permite estimar
dos tipos de parametros térmicos de la poblacion en relacidon con los datos de germinacion
observados: 1) los que describen el nivel de dormicion de la poblacion de semillas (es
decir, la temperatura media del limite inferior (7is0)) y temperatura media del limite
superior (7n(s0)) para la germinacion y sus desviaciones estandar respectivas, 611 Y 6Th,
2) los que describen la relacion entre la tasa de germinacion y la temperatura (es decir, la
temperatura base (71), temperatura 6ptima (7o) y la temperatura maxima (7m) para la
germinacion, y el tiempo térmico requerido para la germinacion (0)):

(1) La fraccion de semillas con una temperatura del limite inferior (77) y una temperatura
del limite superior (71), que germinard con una temperatura (7) de incubacion, es
calculada a partir de la siguiente funcion de distribucion:

G,(T)=1®|T ~Tyeo ) o |- 01— D|(T ~Tyie0) )V o Ii} Ecuacién (2.2)

donde: G; es la proporcion de semillas a germinar a una 7 incubacion dada y @ es la
integral de la funcion normal de probabilidad.

(2) La dependencia de la tasa media de germinacion (7) para cada semilla en funcion de
la temperatura se simula a partir de dos ecuaciones lineales con cuatro parametros de
germinacion, e.j. Tv, To, Tm, y 0:

para el rango sub-Optimo,
r=1/0e(T-T,) Ecuacion (2.3)

para el rango supra-6ptimo,
r=1/0*T-T,)e[(T, -T)/(T -T,)] Ecuacion (2.4)

La distribucion de 6 dentro de una la poblacién de semillas puede ser descrita por la
siguiente funcion de distribucion:

F.(@)=1- [3D3(49 —m+D)’ +1T1/2 Ecuacion (2.5)

donde m es la mediana de la distribucion, es decir, el tiempo térmico requerido para que
germine el 50% de la poblacion, y D es la diferencia en unidades de tiempo térmico entre
0y 50% de germinacion.

Para estimar los parametros térmicos de la poblacion de semillas, se asumid que
Tv, To y Tm no varian durante el periodo de estratificacion y durante la induccidon en
dormicion secundaria, por lo que se fijaron valores de 0, 25 y 35 °C, respectivamente,
que luego fueron utilizados para la optimizacion de los parametros. Estos supuestos se
basan en publicaciones anteriores de P. aviculare y otras especies de malezas anuales que
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seflalan que no hay variacion de estos parametros durante diferentes periodos de
enterramiento en el suelo (Vleeshouwers, 1997; Bauer et al., 1998; Kruk y Benech-
Arnold, 1998, 2000; Batlla y Benech-Arnold, 2003). Por otro lado, a los valores de los
otros parametros (71, oti, Th, on y 0) se les permiti6 variar dentro de un rango razonable,
sobre la base de publicaciones anteriores para P. aviculare o especies anuales de verano
que se encuentran en la literatura (Washitani, 1987; Bouwmeester, 1990; Kruk y Benech-
Arnold, 1998; Batlla y Benech-Arnold, 2003).

2.2.4 Evaluacion del ajuste entre los datos observados y los pronosticados

Los parametros térmicos Optimos para el modelo de germinacion se obtuvieron
mediante un método de ajuste de curva no lineal utilizando un programa de optimizacion
(Solver for Nonlinear Programming 0.9, Sun Microsystem, Inc.). El ajuste méximo entre
los datos simulados y obtenidos experimentalmente se logrd por una técnica iterativa
utilizando un algoritmo DEPS Evolutionary algorithm. El criterio estadistico utilizado
para determinar los parametros térmicos Optimos, fue el de minimizar la raiz del cuadrado
medio del error (del inglés, Root Mean Squared Error-RMSE) de la simulacion. El valor
de RMSE utilizado para la optimizacion fue el promedio del RMSE resultante del ajuste
de ambas curvas del régimen de germinacion de la prueba de germinacion:

n
Zi:l(xobs,i - Xmodel,i)2

n

donde, X,ss son los valores observados y Xuoder son los valores pronosticados en el
tiempo i.

RMSE =

Ecuacion (2.6)

2.2.5 Generacion del modelo de induccion en dormicion

Para describir matematicamente la relacion entre la temperatura y la inducciéon en
dormicién secundaria, se establecid una relacion funcional entre el tiempo de induccion
en la poblacion de semillas y las temperaturas que inducen dormicion secundaria (10 —
30 °C). Como se ha sefialado anteriormente, la induccién en dormicion secundaria en
semillas de P. aviculare se puede cuantificar a través de cambios en 750, por lo que este
parametro térmico fue utilizado como un indicador del nivel de dormicion de la poblacion
de semillas (Batlla y Benech-Arnold, 2003). A continuacion se resume el desarrollo del
modelo:

(1) Determinar los parametros térmicos de la poblacion de semillas que maximicen
el ajuste entre las curvas de germinacion obtenidas experimentalmente, utilizando
el protocolo de germinacidn que se ha descrito anteriormente para las semillas que
han sido inducidas en dormicion secundaria a 10, 15, 20, 25 y 30 °C y las curvas
de germinacion simuladas obtenidas a partir del modelo matematico de
germinacion para cada tiempo de induccion.

(2) caracterizar los cambios en Tis0) de la poblacion de semillas en el tiempo para las
semillas inducidas en dormicion secundaria a diferentes temperaturas; sobre la
base de esta caracterizacion, las respuestas a diferentes temperaturas se unificaran
usando una escala de tiempo térmico. El modelo no tiene en cuenta los cambios
significativos en ot durante la induccion en dormicion.

(3) Validar el modelo desarrollado en (2) utilizando datos de un experimento
independiente, como se explica a continuacion.
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2.2.6 Evaluacion del modelo

El funcionamiento del modelo se evaludé a partir de un conjunto de datos
independientes obtenidos con experimentos realizados bajo condiciones de temperatura
controlada. Las semillas de P. aviculare se recolectaron en Balcarce, Argentina, durante
marzo de 2014 al momento de la dispersion natural. En septiembre de 2014, se colocaron
grupos de aproximadamente 200 semillas en bolsas de malla de nylon que fueron
enterradas a 5 cm de profundidad en macetas (como en los tratamientos de las condiciones
que inducen dormicién secundaria descritos anteriormente) y se expusieron a tres
temperaturas de estratificacion (1,6, 5 y 10 °C). Las semillas fueron exhumadas (cuatro
replicas por exhumacion) después de acumular las mismas unidades térmicas de
estratificacion en grados-dia (°Cd) (es decir, 500, 1000 y 1500 °Cd) de acuerdo con la
ecuacion (2.1). Después de que las semillas habian acumulado 1500 °Cd (semillas con un
bajo nivel de dormicion) se almacenaron durante 20 d a 20 °C para inducir las semillas
en dormicion secundaria. Durante el almacenaje a 20 °C, la germinacién de semillas fue
evaluada a temperaturas constantes de 10 y 15 °C a diferentes intervalos de tiempo (0, 2,
4,8, 12 y 20 d). Las curvas de germinacion obtenidas a partir de los datos independientes
durante la induccion de induccion se utilizaron para validar el modelo.

2.3 Resultados

2.3.1 Parametros térmicos de la poblacion de semillas durante la salida de la dormicion
primaria y la induccion en dormicion secundaria

Las dinamicas de germinacién a 10 y 15 °C para semillas que acumularon
diferente cantidad de tiempo térmico de estratificacion segun la ecuacion (2.1) (0, 500,
1000 y 1500 °Cd) durante el tiempo de estratificacion a 1.6, 5 y 10 °C, se muestran en la
figura (2.1). El aumento del tiempo de exposicion a las tres temperaturas de estratificacion
result6 en un aumento progresivo en los valores de germinacion y, por lo tanto, se observo
una disminucion progresiva de Tiis0) durante la estratificacion (Fig 2.1; Cuadro 2.1). Al
final del periodo de estratificacion a las tres temperaturas de almacenamiento (1500 °Cd),
las semillas alcanzaron un nivel "minimo" de dormicion logrando porcentajes altos de
germinacion en ambas temperaturas de incubacion y un valor de 7is0) = 7,5 °C (Cuadro
2.1; Fig. 2.1); este punto representa el dia 0 para todos los experimentos de induccion en
dormicién secundaria.

Para inducir las semillas en dormicion secundaria, las semillas previamente
estratificadas a 5 °C se almacenaron a 10, 15, 20, 25 y 30 °C durante diferentes periodos
de tiempo. Los valores de porcentaje de germinacion observados para semillas
exhumadas en diferentes momentos durante el almacenamiento e incubadas a 10 y 15 °C
fueron dependientes de la temperatura de almacenamiento (Fig. 2.2). Las temperaturas
mas bajas de almacenamiento (10 y 15 °C) indujeron las semillas en dormicion secundaria
mas lentamente que temperaturas mas altas (20, 25 y 30 °C). Se observoé un aumento
progresivo dependiente de la temperatura en 7is0) para las semillas almacenadas a todas
las temperaturas durante la induccion en dormicidn secundaria (10 — 30 °C), mientras que
los valores de o1 mostraron apenas cambios menores (Fig. 2.3 a; Cuadro 2.2). Sin
embargo, las semillas almacenadas a 10 °C mostraron un patron diferente de
comportamiento: durante los primeros 20 dias de almacenamiento las semillas fueron
inducidas ligeramente en dormicion secundaria (es decir, se observo un leve aumento de
Tis0)); a partir de ahi y hasta 34 dias de almacenamiento, la salida de la dormicion fue el
proceso predominante, lo que aumentd los valores de germinacion (27d a 10 °C = 35%;
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15 °C=23% y 34d a 10 °C = 48%; 15 °C = 35%) revirtiendo el aumento en el valor de
Ti(50).

0 s5°C A 10°C ||

Modelo - Modelo

Germinacion (%)

Tiempo de incubacién a 15°C (d)

Figura 2.1 Curvas de germinacién acumulada observada a temperaturas de incubacion de 10 °C (a, b, ¢) y
15 °C (d, e y f) para semillas de P. aviculare estratificadas a 1,6 °C (0), 5 °C (o) y 10 °C (A) que habian
acumulado diferentes cantidades de tiempo térmico de estratificacion: 500 °Cd (a, d), 1000 °Cd (b, e) y
1500 °Cd (d, f). Las lineas continuas y punteadas representan las curvas de germinacion simuladas usando
las ecuaciones descritas para el modelo de germinacion desarrollado por Washitani (1987) (Ecs. 2.2 —2.5).
Las barras verticales indican el error estandar (+SE) y donde no hay barras se muestra que el valor del error
estandar de la media es menor que el tamafio del simbolo.

Las ecuaciones del modelo (Ecs. 2.2, 2.3, 2.4 y 2.5) fueron capaces de dar una
buena descripcion de los cambios en las curvas de germinacion durante la salida de la
dormicion primaria (Fig. 2.1; Cuadro 2.1). Durante la induccion en dormicion secundaria,
por el contrario, las ecuaciones del modelo dieron una buena descripcion de los cambios
en las curvas de germinacion, pero solo para las semillas que se incubaron a 15 °C,
mientras que a 10 °C el modelo subestim6 la germinacion (datos no mostrados). Esta
subestimacion puede ser probablemente una consecuencia de la incubacion a 10 °C que
promueve la salida de la dormicion, como se ha informado anteriormente para P. aviculare
por Batlla y Benech-Arnold (2015). Cuando las semillas son incubadas a bajas
temperaturas, la salida de la dormicion primaria durante el periodo de incubacioén puede
llevarse a cabo y de este modo estimular la germinacion més allé de lo que podria haberse
esperado si no se hubieran producido cambios en el nivel de dormicion durante la
incubacion (Batlla y Benech-Arnold, 2015). Con el fin de corregir esta situacion, se
simul6 la germinacion a 10 °C nuevamente, pero teniendo en cuenta que las semillas
acumularon una cierta cantidad de unidades de tiempo térmico de estratificacion (Si)
durante el periodo de incubacién de acuerdo con la ecuacion (2.1). La acumulacion de
estas Si unidades determinaron una disminucion de 7is0) en relacidon con la considerada
anteriormente sin tener en cuenta el efecto de la salida de la dormicién durante la
incubacion. Usando este nuevo valor de Tis0), las curvas de germinacion simuladas por el
modelo mostraron un mejor ajuste a los cambios en el comportamiento de la germinacion
durante la induccion en dormicidn para semillas incubadas a 10 °C (es decir, la simulacion
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de 9d de induccién a 10 °C mostrd un R? inicial = 0,35 y con la correccién mostré un R?
= 0,85) (Fig. 2.1 y 2.2). Por sobre todo, esto demuestra que el modelo es lo
suficientemente robusto y apoya la credibilidad de los parametros térmicos que se pueden
derivar de el mismo. Debido al efecto multiple de 10 °C como temperatura de incubacion
(es decir, efecto tanto en la salida de la dormicion como en la tasa de germinacion), solo
los parametros (7is0) y o11) derivados de incubaciones a 15 °C se utilizaron para construir
el modelo descrito abajo.

Cuadro 2.1 Estimacion de los parametros térmicos para la poblacion de semillas de P. aviculare durante la
salida de la dormicion primaria a diferentes temperaturas de estratificacion (1,6, 5y 10 °C). Los parametros
térmicos (7is0), o1, Th(s0), oth) S€ obtuvieron a partir de datos de germinacion obtenidos experimentalmente
a temperaturas constantes de 10 y 15 °C a través del ajuste de las curvas de germinacion simuladas para
semillas estratificadas a 1,6, 5 y 10 °C que acumularon la misma cantidad de tiempo térmico de
estratificacion (S = °Cd). La simulacion se realizo utilizando las ecuaciones descritas en el modelo de
germinacion desarrollado por Washitani (1987) (Ecs. 2.2 —2.5). Se asumi6 que T, To y T no varian durante
el periodo de la estratificacion, los valores de 0, 25 y 35 °C, fueron ajustados respectivamente y utilizados.
El guion significa que la estimacion de los parametros térmicos de poblacion no fue posible debido a la
muy baja germinacion durante la prueba inicial (germinacion observada <2%). El valor de RMSE fue
calculado como un estimador de la bondad del ajuste entre los valores de germinacién observados y
simulados (Ecn.2. 6).

Temp (°C) St (°Cd)  Tiso oTI Tns0) orm  RMSE

0 - - - -
500 14,5 1,5 1.8 39,5
1,6
1000 12,5 1,5 18 0,9 41,2
1500 7.5 1,5 0,8 10,1
0 - - - -
500 15,0 4 0,2 22,1
5 1000 12,0 4 18 2,0 27.1
1500 7,57 4 0,7 222
0 - - - -
500 15,1 52 2,0 21,8
10

1000 12,6 52 18 0,8 37,7
1500 7,53 52 0,6 27,3
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Figura 2.2 Semillas de P. aviculare inducidas en dormicion secundaria. Curvas de germinacion simuladas
(linea punteada) y observadas (simbolos) de semillas incubadas a temperaturas constantes de 10 °C (o) y
15 °C (A) después de diferentes dias de induccion en dormicioén secundaria a 10 °C (a, b, ¢, d), 15 °C (e,
f,g, h),20°C(,j, k,1),25°C (m,n, 0, p)y30°C(q,r, s). Previamente a la inducciéon en dormicion las
semillas fueron estratificadas a 5 °C durante 125 dias (Siy = 1500 °Cd) hasta obtener un minimo de
dormicién. Los datos de germinacién fueron simulados utilizando las ecuaciones del modelo de
germinacion desarrollado por Washitani (1987) (Ecs. 2.2 — 2.5). Las barras verticales indican el error
estandar (£SE) y donde no se muestran las barras se muestra que el valor del error estandar de la media es
menor que el tamafio del simbolo.
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Cuadro 2.2 Estimacion de los parametros térmicos para la poblacion de semillas de P. aviculare durante la
induccién en dormicioén secundaria a diferentes temperaturas (10, 15, 20, 25 y 30 °C). Los parametros
térmicos (7is0), o1, Th(s0), oth) S€ obtuvieron a partir de datos de germinacion obtenidos experimentalmente
a temperaturas constantes de 10 y 15 °C mediante el ajuste de las curvas de germinacion simuladas para las
semillas que han sido inducidas en dormicion secundaria a las diferentes temperaturas (10 — 30 °C) y
diferentes dias. La simulacion se realizé utilizando la ecuaciéon descrita en el modelo de germinacion
desarrollado por Washitani (1987) (Ecs. 2.2 — 2.5). Se asumi6 que los valores de Ty, T, y Tm no variaron
durante la induccién en dormicion secundaria, los valores se fijaron en 0, 25 y 35 °C, respectivamente,
luego fueron utilizados. El dia 0 representa el punto con el minimo nivel de dormicién al momento de la
induccion. El valor de RMSE fue calculado como un estimador de la bondad del ajuste entre los valores de
germinacion observados y simulados (Ecn. 2.6).

Temp (°C) Induc (d) Ts0) oTI Tns0) GTh RMSE
0 75 4 0.8 222
9 93 28 12 26,5
14 1 4 18 1,0 27,6
10 20 127 43 11 31,3
27 12 46 11 28,4
34 102 33 1,6 33,8
0 75 4 0.8 222
6 108 34 0.8 31,9
13 147 48 18 12 20,6
15 18 156 46 0,6 233
24 168 35 0.8 21,1
30 17,7 41 13 19,2
0 75 4 0.8 222
2 98 41 2,9 30,9
20 4 124 38 2,9 31,0
8 48 4 18 3,0 31,8
12 165 46 1.8 19.8
16 18 32 0.8 -
0 75 4 0.8 22
I 102 47 0,9 41,6
25 3 145 49 18 2,1 25,6
5 171 45 1,6 28,4
7 18 41 23 ;
0 75 4 0.8 222
30 1 125 43 18 3.6 144
3 178 4.1 48 ;

2.3.2 Modelo de induccion en dormicion secundaria

Una relacién cuantitativa entre la temperatura de induccidn, el tiempo de
almacenamiento y el nivel de dormicion fue establecida a través de cambios en 7is0)
durante la induccion en dormicion secundaria (Fig. 2.3 a). La cuantificacion de los
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parametros térmicos obtenidos de semillas estratificadas a 5 °C y luego re-inducidas en
dormicién secundaria a 10, 15, 20, 25 y 30 °C, permitio el desarrollo de un modelo simple
de tiempo térmico que se basa en la acumulacion de grados dias por encima de una
temperatura umbral para que la induccién en dormicion secundaria tenga lugar. Este
modelo es andlogo al modelo de tiempo térmico de estratificacion (Si) desarrollado por
Batlla y Benech-Arnold (2003). Para tener en cuenta el efecto de las temperaturas de
induccion sobre el nivel de dormicioén de la poblacion de semillas, los cambios en Tiso)
se cuantificaron como una funcién de la acumulacion de unidades de tiempo térmico de

induccion en dormicion secundaria (Dli) de acuerdo con la siguiente ecuacion:

induccion

DI, = Diase (T, - T, )

en dormicidn secundaria;

Ty =0.120 DI, +7.5

Ecuacion (2.7)

donde DI es el tiempo térmico de induccién en dormicion secundaria (°Cd), Tupr es la
temperatura umbral para la induccion en dormicion secundaria (temperatura a la cual o
debajo de la cual la induccion en dormicidon no se produce) y 7Ts es la temperatura media
diaria de almacenamiento. La dptima 7upr se obtuvo utilizando diferentes valores de este
pardmetro hasta que el mejor ajuste de la regresion bi-lineal entre Tisoy y DIy fue
alcanzado: El mejor ajuste (R* = 0,88) entre Ti(s0) y DIy fue obtenido con una Tupi = 7,9 °C
(Fig. 2.3 b). Con la ecuacion siguiente es posible predecir cambios en 7jis0y) durante la

Ecuacion (2.8)

donde 7.5 es la Ti(s0 inicial para una poblacion de semillas después de acumular Si; = 1500

°Cd (bajo nivel de dormicion).
201 a , , b
5 Ll A . Th(s0) v (}V v A O
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Figura 2.3 Representacion de los valores de la temperatura del limite inferior (7is0)) para semillas de P,
aviculare inducidas en dormicion a diferentes temperaturas 10 °C (o), 15 °C (o), 20 °C (A), 25°C (V) y
30 °C (©) (derivada de las curvas simuladas mostradas en la Fig. 2.2), en funcion de los dias de induccion
(a), y en funcidén del tiempo térmico de induccion en dormicion (DIy) (b). Las lineas punteadas en (a) se
ajustaron mediante ecuaciones lineales para cada temperatura de almacenamiento con valores de R? de 0,96
(10 °C), 0,99 (15 °C), 0,87 (20 °C), 0,89 (25 °C) y 0,96 (30 °C), respectivamente (P-value =< 0.0001, test
de pendientes, para verificar que las pendientes son significativas diferentes). La bi-lineal ajustada en (b)
es el resultado de un andlisis de repetidas regresiones para obtener la 'temperatura de inducciéon en
dormicion umbral' (7Tyupi) con el mejor ajuste de acuerdo a la ecuacion (2.7). Los valores de los pardmetros
correspondientes a la ecuacion (2.8) son la pendiente (7i(so) tasa de incremento) = 0,12 £ 0,0179 °C por °Cd
y la interseccion del eje y (inicial 7oy de la poblacion de semillas con minima dormicion) = 7,5 + 0,7 °C.
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2.3.3 Validacion del modelo

La performance del modelo de inducciéon en dormicién secundaria se evalud
usando datos de un experimento independiente en condiciones controladas en las que las
semillas se estratificaron a diferentes temperaturas (1,6, 5 y 10 °C) y después fueron
inducidas en dormicion a 20 °C durante 20d (Fig. 2.4). Para contrastar los resultados del
modelo con los datos experimentales independientes, cambios en 7iso) durante la
induccidn en dormicién a 20 °C fueron simulados utilizando las ecuaciones del modelo
de induccioén en dormicion secundaria (Ecs. 2.7 y 2.8). Una vez que los valores de 7is0)
se estimaron, los cambios en los porcentajes finales de germinacion de las semillas
incubadas a 10 y 15 °C por 15d durante la induccién en dormicion a 20 °C fueron
predichos utilizando las ecuaciones del modelo de germinacion previamente descritas
(Ecs. 2.2, 2.3, 2.4 y 2.5). Para simular las curvas de germinacion, se partio6 del supuesto
de que los parametros de germinacion se mantienen constantes durante la induccion en
dormicién (i.e. valores fijos de 7p, = 0 °C, To = 25 °C y Tm = 35 °C fueron usados)
(Washitani, 1987; Bouwmeester, 1990; Kruk y Benech-Arnold, 1998; Batlla y Benech-
Arnold 2003, 2015).

go~ @ O 1.6°C O
— 1.6°C  -=---
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S 60- é %
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2
© 40 @ %
© p
207
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0 T T T
0 4 8 12 16 20 0 4 8 12 16 20

Inducciéon en dormicion (d)

Figura 2.4 Porcentajes de germinacion final predichos (lineas) y observados (simbolos) a temperaturas de
incubacion de 10 °C (a) y 15 °C (b) para semillas de P. aviculare previamente estratificadas a 1,6 °C (0),
5°C (o) y 10 °C (A) (Si = 1500 °Cd) y después expuestas a 20 °C durante 20 dias. Los valores predichos
fueron simulados utilizando las ecuaciones descritas en el modelo de germinacion desarrollado por
Washitani (1987) (Ecs. 2.2 — 2.5) para temperaturas de almacenamiento de 1,6 °C (linea continua), 5 °C
(linea discontinua) y 10 °C (linea de puntos). Las barras verticales indican el error estandar (+£SE) y donde
no se muestran las barras se muestra que el valor del error estandar de la media es menor que el tamaiio del
simbolo.

Los resultados experimentales independientes demostraron que la tasa de
induccion en dormicidn a una temperatura de almacenamiento de 20 °C era dependiente
de la temperatura a la que se habian estratificado las semillas: semillas previamente
expuestas a bajas temperaturas de estratificacion (1,6 °C) mostraron una tasa de induccion
en dormicién mas alta que las semillas que se estratificaron a temperaturas mas altas (5 y
10 °C) (Fig. 2.5 y 2.6). El modelo asume que om no varia durante la induccién en
dormicidn, por lo tanto, los valores de ot obtenidos al final del periodo de estratificacion
a cada temperatura se mantuvieron constantes durante el periodo de induccion en
dormicidén para la simulacion (es decir, 1,6 °C [om1 = 1,5], 5 °C [on1 =4] y 10 °C [o11 =
5,2]) (Cuadro 2.3).
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Estas diferencias entre om al comienzo del proceso de induccion, junto con el
aumento de 7is0) en las semillas que habian sido estratificadas a 1,6, 5 y 10 °C (Fig. 2.6),
determinaron que durante los primeros cuatro dias de almacenamiento a 20 °C, la tasa de
induccién en dormicion secundaria fuera mas rapida en las semillas que habian sido
estratificadas a bajas temperaturas (es decir, 1,6 °C) que en las que habian sido
estratificadas a altas temperaturas (es decir, 5 y 10 °C). Esta notable diferencia en el
porcentaje de germinacion final fue explicada por el modelo, tanto a partir de la forma de
la curva de distribucion poblacional (es decir, el valor de or1), como por el desplazamiento
de la distribucion Tiso) para cada condicion de almacenamiento (Fig. 2.6). Estos
resultados sugieren que la temperatura experimentada por las semillas durante la salida
de la dormicion primaria puede afectar a la tasa de la posterior induccién en dormicion
secundaria y que estos efectos podrian explicarse por cambios en ot para la germinacion
de las semillas. Estos parametros podrian dar una explicacion de la naturaleza del efecto
de la temperatura de estratificacion previa sobre la tasa de entrada en dormicion
secundaria.

Cuadro 2.3 Estimacion de los parametros térmicos de la poblacion de semillas para P. aviculare al final
del periodo de estratificacion a las diferentes temperaturas (0 dias representa el punto con el minimo nivel
de dormicion (Sy = 1500 °Cd)) y durante la induccion en dormicién secundaria a 20 °C (2 y 4d). Los
parametros térmicos (7iso0), o1, Ths0), OTh) S€ obtuvieron a partir de datos de germinacion obtenidos
experimentalmente a temperaturas constantes de 10 °C (panel a) y 15 °C (panel b) mediante el ajuste de las
curvas de germinacion simuladas para las semillas que han sido inducidas en dormicién secundaria a 20 °C.
La simulacion se realizd utilizando la ecuacion descrita en el modelo de germinacion desarrollado por
Washitani (1987) (Ecs. 2.2 — 2.5). El valor de RMSE fue calculado como un estimador de la bondad del
ajuste entre los valores de germinacion observados y simulados (Ecn. 2.6).

(a) Ind a 20 °C (10 °C Temp de Incubacion) (b) Ind a 20 °C (15 °C Temp de Incubacion)

Temp St (°C) Dias a20°C Tis0) on1 Thso) oth RMSE Tis0) o1 Twso)y ortn RMSE
0 7,5 1,5 18 43 11 7,5 1,5 18 42 27
1,6 2 10,1 1,5 18 02 1,5 15,1 1,5 18 0,1 1,7
4 10,7 1,5 18 0,1 1,6 16 1,5 18 0,1 8,8
0 75 4 18 04 24 7,5 4 18 04 2,6
5 2 9,1 4 18 0,1 1,3 13,4 4 18 45 1,6
4 10,5 4 18 0,2 27 16,7 4 18 47 23
0 75 52 18 3,5 6,6 7,5 5,2 18 35 23
10 2 7,8 52 18 12 32 12,8 5,2 18 49 143
4 87 52 18 48 65 16,9 5,2 18 29 10,8

2.4 Discusion

La temperatura del suelo ha sido considerada como el factor principal que controla
los cambios estacionales en el nivel de dormicién en semillas de P. aviculare en
condiciones naturales (Courtney, 1968; Kruk y Benech-Arnold, 1998; Benech-Arnold et
al., 2000; Batlla y Benech- Arnold, 2003). Estos cambios estacionales en el nivel de
dormicion estan relacionados con cambios en el rango de condiciones ambientales dentro
del cual las semillas son capaces de germinar (Bouwmeester y Karssen, 1992;
Vleeshouwers y Kropff, 2000; Bewley et al., 2013). Si bien se han desarrollado varios
modelos de germinacion con el fin de predecir con cierta exactitud el momento de
emergencia de las malezas en funcion de la temperatura, rara vez se consideran cambios
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en el nivel dormicion de las semillas; esto se debe principalmente a la dificultad de evaluar
cuantitativamente la dormicion (Bouwmeester, 1990; Bouwmeester y Karssen, 1992;
1993; Murdoch, 1998; Kebreab y Murdoch, 1999). Por ejemplo, en algunos trabajos se
considera el porcentaje final de germinaciéon en un momento determinado como una
cuantificacion de la dormicidn; esto conduce a errores graves ya que este valor no sélo
cambia con la dormicion, sino también con la temperatura de incubacion. De hecho, la
dormicion es un fendémeno relativo y se expresa diferencialmente en diferentes fracciones
de la poblacion de semillas en funcion de la temperatura de incubacion (Batlla y Benech-
Arnold, 2015). Los conceptos de "temperatura del limite inferior (77)" y "temperatura del
limite superior (71)" introducidos por Washitani (1987) pueden explicar esta expresion de
la dormicion dependiente de la temperatura durante la incubacién y se han utilizado
ampliamente en trabajos anteriores en P. aviculare como una forma de evaluar
cuantitativamente la dormicion (Batlla y Benech-Arnold, 2003). De esta manera, a
medida que las semillas salen de la dormicion, Tis0) disminuye gradualmente
demostrando asi el incremento en la capacidad de la poblacion para germinar a bajas
temperaturas (Batlla y Benech-Arnold, 2003; Arana et al., 2015).
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Figura 2.5 Curvas de germinacion simuladas con curvas obtenidas a partir de datos
experimentales durante la induccion en dormicion secundaria a 20 °C para semillas de P aviculare
previamente estratificadas a 1,6 °C (0), 5 °C (o) y 10 °C (A). Curvas de germinacion simuladas (linea
continua y discontinua) y observadas (simbolos) para semillas de P. aviculare incubadas a 10 °C (a, b, ¢) y
15 °C (d, e y f) después de haber sido expuestas a 20 °C durante 0, 2 y 4d. Los valores predichos fueron
simulados utilizando las ecuaciones descritas en el modelo desarrollado por Washitani (1987) (Ecs. 2.2 —
2.5). Las barras verticales indican el error estandar (+SE) y donde no se muestran las barras se muestra que
el valor del error estandar de la media es menor que el tamafio del simbolo.

En este Capitulo se muestra que la induccion en dormicidn secundaria en semillas
de P. aviculare puede también ser evaluada cuantitativamente a través de cambios en
Ti50), después de alcanzar un nivel de dormicidon "minimo", evidenciado por un valor bajo
de Tis0) (Cuadro 2.1; Fig. 2.1); si las semillas son expuestas a temperaturas por encima
de 10 °C, la Tis0) aumenta rapidamente hasta alcanzar valores cercanos a Th(so) (es decir,
la dormicion se expresa en todas las temperaturas, una situacion que puede ser
considerada como una definicion funcional de "dormicién absoluta") (Cuadro 2.2; Fig.
2.3). Los resultados de este Capitulo también mostraron que la tasa con la que la 7i50) se



31

incrementa, depende de la temperatura a la cual las semillas se expusieron durante la
induccién en dormicidn secundaria; cuanto mayor es la temperatura, mas alta es la tasa
de incremento de 7iso) (Fig. 2.3 a). También se demostrod que la salida de la dormicion
primaria a través de las temperaturas de estratificacion en esta especie es dependiente de
la temperatura, 7Tis0) disminuye mas rapidamente (es decir, las semillas salen de la
dormicién a una tasa mayor) si las temperaturas de estratificacion estan bien por debajo
del umbral de temperatura de 17 °C, temperatura a la cual o por encima de la cual la salida
de la dormicioén no ocurre (Batlla y Benech-Arnold, 2003).
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Figura 2.6 Cambios en la distribucion de la frecuencia normal de 7is0) dentro de una poblacion de semillas
de P. aviculare previamente estratificadas a 1,6 °C (a, b), 5 °C (¢, d) y 10 °C (e, f) hasta alcanzar un minimo
nivel de dormicion (Si = 1500 °Cd) y, posteriormente, inducidas en dormicion secundaria a 20 °C durante
0, 2 y 4d. Los valores estimados para los pardmetros térmicos (7iis0) y ori) se obtuvieron a través de la
reproduccion mediante la simulacion de las curvas de germinacion para las semillas expuestas a 20 °C y
después incubadas a temperaturas constantes de 10 °C (linea vertical discontinua) o 15 °C (linea vertical
discontinua). El valor inicial de 7iso) antes de exponerlas a 20 °C fue de 7,5 °C para las semillas
estratificadas a todas las temperaturas. El valor inicial de ot era ot = 1,5, ori =4 y o1 = 5,2 para las semillas
estratificadas a 1,6 °C, 5 °C y 10 °C, respectivamente, y se asume que no cambia a lo largo de la induccion
en dormicién secundaria.

La identificacion de este umbral de temperatura permitié el desarrollo de un

"indice de tiempo térmico de estratificacion" (Si); los cambios en la 7i(s0) estuvieron lineal
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y negativamente relacionados con la acumulacion de Si. Esta relacion es una descripcion
formal de los cambios en el nivel de dormicion en funcion del ambiente térmico y puede
incorporarse a los modelos predictivos de P. aviculare (Batlla y Benech-Arnold, 2003).
De una manera analoga, la dependencia de la temperatura sobre la induccion en dormicion
secundaria pudo ser descrita formalmente en este capitulo por medio de: 1) la
identificacion de una temperatura umbral para que la induccion en dormicioén secundaria
sea inducida (7,9 °C); ii) el desarrollo de un indice de Tiempo Térmico de induccién en
Dormicion (Dly); iii) el establecimiento de una relacion bi-lineal y positiva entre 7is0) y
la acumulacion de DIy (Fig. 2.3 b). Juntos, estos dos indices de tiempo térmico (Si y Dli)
pueden ser utilizados para evaluar cuantitativamente la relacion entre la temperatura y los
cambios en el nivel de dormicion durante la salida de la dormicion primaria y la induccion
en dormicion secundaria, lo que permite determinar el rango de temperaturas permisivas
para la germinacion como consecuencia de cambios en la 7is0). En otras palabras, los
cambios ciclicos en el nivel de dormicion en condiciones de campo se podrian predecir
adecuadamente con el uso combinado de estos dos indices. De hecho, su performance ha
sido validada con datos independientes, por separado: Si por Batlla y Benech-Arnold
(2003) y DIy en este Capitulo (Fig. 2.4).

El valor umbral de la ““temperatura de induccion en dormicion” (7upi) identificado
en este capitulo fue de 7,9 °C. Esto significa que las semillas serian inducidas en
dormicién secundaria si la temperatura es superior a este valor con una tasa que seria
mayor cuanto mayor es la temperatura. Valores de umbral similares fueron reportados por
Batlla et al. (2009) y por Vleeshouwers y Bouwmeester (2001) quienes determinaron un
valor de temperatura minimo para la induccién de la dormicidn (valor por debajo del cual
la induccion en dormicion no ocurre) de 8,1 °C y 8,9 °C, para Polygonum persicaria y
Chenopodium album, respectivamente. Sorprendentemente, este valor umbral de 7,9 °C
para la induccion en dormicion esta muy por debajo de la temperatura umbral para la
salida de la dormicién que habia sido determinada por Batlla y Benech-Arnold (2003)
que es de 17 °C. Esto implica la existencia de un rango de temperaturas entre 7,9 °C y
17 °C en el que ambos procesos, salida de la dormicion primaria e induccién en dormicion
secundaria, tendrian lugar al mismo tiempo. De hecho, no s6lo nos vimos obligados a
corregir los valores de 7is0) cuando se intentd simular las curvas de germinacion de las
semillas que durante la induccion en dormicion secundaria se incubaron a 10 °C (Figuras
2.2y 2.5; Cuadros 2.2 y 2.3), sino que también, la induccioén en dormicion secundaria a
10 °C fue revertida si el almacenamiento a esta temperatura se prolongaba después de
obtener un suficientemente "alto" nivel de dormicion (Fig. 2.3 a). En conjunto, estos
resultados sugieren que la fuerza relativa de cada proceso (es decir, salida de la dormicion
primaria o induccion en dormicidon secundaria) dentro de este rango de temperaturas
depende, no solamente de la temperatura de almacenamiento, sino también del nivel de
dormicion de las semillas. De esta manera, cuando se evaluaron las semillas que habian
empezado a entrar en dormicion secundaria a 10 °C, esta temperatura no solo impulso la
germinacion, sino que también tuvo un efecto sobre la salida de la dormicion que debid
ser considerado a través de las correcciones en 7jis0). Del mismo modo, cuando las
semillas con un nivel de dormicidon bajo se almacenaron a 10 °C, la induccion de la
dormicion prevalecid hasta que las semillas tuvieron "suficiente" dormicion y, a partir de
ahi, la misma temperatura promovio la salida de la dormicion (Fig. 2.3 a). La idea de los
procesos de induccion y salida de la dormicion que tienen lugar simultdneamente a ciertas
temperaturas fue propuesta por primera vez por Totterdell y Roberts (1979). Mas
recientemente, Batlla et al. (2009) y Batlla y Benech-Arnold (2015) sugirieron que una
competencia entre distintas fuerzas (es decir, salida de la dormicién, induccién en
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dormicion, germinacion) podria estar operando a ciertas temperaturas. Sin embargo, la
posibilidad de que la fortaleza relativa de cada una de estas fuerzas que compiten dependa
del nivel de dormicion de la poblacion de semillas, no ha sido sugerida sino hasta este
trabajo.

Curiosamente, nuestros resultados también muestran que la tasa de induccion en
dormicién secundaria se ve afectada por la temperatura de estratificaciéon previamente
experimentada por las semillas durante la salida de la dormicion primaria, incluso cuando
las semillas habian acumulado la misma cantidad de Si (en unidades de °Cd) y, en
consecuencia, habia alcanzado similares 7is0) (Fig. 2.5; Cuadro 2.3). Estas diferencias en
la tasa de induccidon en dormicion secundaria pueden ser explicadas por los diferentes
valores de ori observados para las semillas estratificadas a diferentes temperaturas antes
de la exposicion a temperaturas que inducen dormicion; debe tenerse en cuenta que el
modelo supone que este or inicial no cambia durante la induccién en dormicion. Los
diferentes valores de ot (es decir, diferente distribucion de la 7is0) dentro de la poblacion
de semillas) restringen la fracciéon de semillas capaces de germinar a medida que la
distribucion de Tiso) se desplaza hacia valores mas altos durante la induccion en
dormicion (Fig. 2.6). En condiciones de campo, esto implica que la tasa de induccion en
dormicion secundaria debido al aumento de la temperatura durante la primavera —
principios de verano, dependera de las temperaturas invernales que estimularon la salida
de la dormicién primaria; cuanto menor haya sido la temperatura de invierno mas alta
puede esperarse que sea la tasa de induccidn en un cierto escenario térmico de primavera.

En el presente capitulo no sélo se desarrollé un modelo capaz de predecir como
el rango térmico permisivo para la germinacion de las semillas se estrecha durante la
induccién en dormicidén secundaria en funcion del tiempo y la temperatura, sino que
también mostramos un enfoque para comprender la complejidad de la regulacion del nivel
de dormicion de las semillas por la temperatura. Los resultados obtenidos mostraron que
la tasa de induccion en dormicion no solo depende de la temperatura imperante, sino
también de la temperatura experimentada previamente por las semillas durante la salida
de la dormicion primaria y el nivel de dormicion de la poblacion de semillas.
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CAPITULO 3

3. ELPAPEL DE LA DISPONIBILIDAD HiDRICA COMO MODULADOR DE LA
DINAMICA DE LA SALIDA DE LA DORMICION PRIMARIA E INDUCCION
EN DORMICION SECUNDARIA EN SEMILLAS DE Polygonum aviculare L.

3.1 Introduccion

La dormicion en semillas de muchas especies de malezas determina la existencia
de bancos de semillas que tienden a perpetuarse en el suelo. El numero de plantulas
establecidas y el tiempo de emergencia de las malezas esta fuertemente relacionado con
la dindmica de la salida de la dormicion de la poblacion de semillas (Benech-Arnold et
al., 2000). En condiciones naturales, las semillas se encuentran expuestas a la influencia
de varios factores ambientales simultaneamente (Bewley y Black, 1994). La mayoria de
las especies de semillas se ven afectadas por mas de un factor; sin embargo, existe
suficiente evidencia que demuestra que la temperatura del suelo es uno de los principales
factores que regula los cambios estacionales en el nivel de dormicioén de los bancos de
semillas en ambientes templados (Nonogaki et al., 2010). Por ejemplo, para especies
anuales de primavera-verano, la salida de la dormicion ocurre cuando las semillas
embebidas perciben las bajas temperaturas durante el invierno (estratificacion), mientras
que el nivel de dormicidon se incrementa por las altas temperaturas experimentadas
durante el verano (Bouwmeester y Karssen, 1992, 1993; ver Capitulo 2). Las especies
anuales de invierno presentan un patron de dormicion inverso, donde las altas
temperaturas durante el verano disminuyen el nivel de dormicion y las bajas temperaturas
durante el invierno lo incrementan induciendo a las semillas en dormicion secundaria
(Baskin y Baskin, 1977, 1983; Karssen, 1982; Probert, 1992).

El nivel de dormiciéon de las semillas establece la amplitud del rango de
condiciones ambientales dentro del cual la germinacion puede ocurrir (Vegis, 1964). Este
rango esta compuesto por dos temperaturas limites umbrales: la temperatura del limite
inferior (71) y la temperatura del limite superior (71) (Washitani, 1987; Kruk y Benech-
Arnold, 1998; Batlla y Benech-Arnold, 2003; Batlla y Benech-Arnold, 2015). En especies
primavero-estivales, los cambios en el nivel de dormicion se deben a que aumenta o
disminuye la 7}, mientras que, en especies de invierno se deben a fluctuaciones en la Ti
(Benech-Armold et al., 2000). Para especies anuales de primavera-verano, como
Polygonum aviculare, la germinacion de una fraccion de la poblacion del banco de
semillas se produce cuando el aumento de la temperatura del suelo (durante la primavera)
excede la 77 para dicha fraccion (Vleeshouwers et al., 1995; Vleeshouwers y
Bouwmeester, 2001; Kruk y Benech-Arnold, 1998; Batlla y Benech-Arnold, 2003). Mas
alla del efecto regulador de la temperatura sobre los cambios en el nivel de dormicion,
algunos estudios sugieren que el régimen hidrico del suelo podria desempefiar un papel
importante junto a la temperatura en la regulacion de la dormicion de las semillas en
condiciones de campo (Karssen, 1980; Allen et al., 2000; Allen et al., 2007).

El nivel de dormicién de la poblacion de semillas puede ser afectado por el
contenido hidrico del suelo a través de su efecto sobre el nivel de humedad de las semillas
(Baskin y Baskin, 1998). Esta condicion afecta fuertemente a las especies que crecen en
regiones templadas, en particular las adaptadas a la emergencia en la primavera, debido a
los requerimientos de bajas temperaturas en condiciones de humedad para estimular la
salida de la dormicion de las semillas (Baskin y Baskin, 1985, 1998; Probert, 1992). No
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obstante, los requerimientos de humedad en las semillas varian con las especies. Por
ejemplo, Wang et al. (2009) observaron que la salida de la dormicioén por la exposicion a
bajas temperaturas en Vitis vinicola se mantuvo sin cambios por debajo del 20% de
contenido de humedad en la semilla; sin embargo, por encima del 20% la tasa de salida
de la dormicion aument6 hasta maximizarse en 40%, determinando un umbral de minimo
y optimo de requerimiento de contenido hidrico en las semillas. Por otra parte, Bair et al.
(2006) cuantificaron el efecto del contenido de humedad del suelo sobre la salida de la
dormicion en semillas de Bromus tectorum, encontrando que incluir este factor en un
modelo hidrotermal permitié mejorar la prediccion de la tasa salida de la dormicion. Mas
alla de estos pocos ejemplos, y hasta lo mejor de mi conocimiento, no hay otros estudios
que hayan intentado caracterizar y mucho menos cuantificar el efecto del contenido
hidrico en el suelo sobre los cambios en el nivel de dormicidén de las poblaciones de
semillas (Batlla y Benech-Arnold, 2010).

En el presente Capitulo se presentan resultados de experimentos llevados a cabo
con el fin de determinar en forma cuantitativa el efecto de la disponibilidad hidrica como
modulador de la dindmica de la salida de la dormicion primaria e induccion en dormicién
secundaria en semillas de Polygonum aviculare. Sobre esa base, se propone el desarrollo
de un modelo para describir y cuantificar la salida de la dormicion primaria y la induccion
en dormicion secundaria en funcion del contenido hidrico de las semillas y la temperatura
para semillas enterradas en el suelo.

3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Recoleccion y preparacion del material vegetal
La metodologia empleada fue descrita en el Capitulo 2 (ver “Materiales y
métodos” en la seccion de “Recoleccion y preparacion del material vegetal ™).

3.2.2 Condiciones experimentales durante la salida de la dormicion primaria

Al inicio del experimento, cuatro réplicas con 40 semillas cada una se expusieron
a una prueba de germinacion (ver “Test de germinacion’) para cuantificar el nivel de
dormicién inicial de la poblacion (se observo una germinacion <2%). Se evalud el
contenido de humedad de las semillas después de realizada la cosecha para determinar el
contenido de humedad inicial de la poblacion (12%). Con el objetivo de producir un rango
de contenido hidrico en las semillas se generaron diferentes condiciones de Humedad
Relativa (HR) mediante el uso de soluciones salinas saturadas, las cuales producen los
siguientes valores nominales de HR en la atmosfera con la que entran en contacto en un
recipiente con aire confinado: 5%"™ (ZnCl,), 15%™ (LiCl), 61%"® (Ca (NOs),), 75%"™}
(NaCl), 88%'"® (KCl), 96%"™® (KNOs), 100%™ (H,0) y semillas embebidas (3 y 5 ml de
agua destilada). Las humedades relativas generadas por estas sales son conocidas por ser
bastante estables para el rango de temperaturas utilizadas en nuestro experimento (Merritt
et al., 2003; Gundel et al., 2009) (Fig. 3.1).

Una vez establecidas las soluciones salinas, se utilizaron tres cajas de plastico
herméticas (13 cm ancho x 13 cm alto x 13 cm largo; cada caja corresponde a una
repeticion, n=3) para ajustar los tratamientos a cada HR alcanzada. Cada caja utilizada
tenia un volumen de 1000 ml y la tercera parte de este volumen se llen6 con las soluciones
de sal saturada contenida en cuatro frascos de vidrio abiertos en la parte superior.
Aproximadamente 120 semillas se colocaron en pequefas cestas de plastico (malla de
plastico de 1 mm x 1 mm) que permiten el intercambio de aire entre las semillas y la
atmosfera generada. Las pequefias cestas de plastico se colocaron sobre los frascos de
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vidrio (cuatro por caja), se utilizd una malla de pléstico entre los frascos de vidrio y las
cestas para evitar el contacto de las semillas con la solucion liquida. Luego, las semillas
fueron dispuestas en una camara a temperatura constante de 5 °C (condicion térmica de
estratificacion para la salida de la dormicién primaria) bajo las diferentes condiciones de
Humedad Relativa (HR) durante 100 dias. La temperatura dentro de la cadmara se registrd
cada hora con un sensor de temperatura (RC — 30B, Temperature Data — Logger, Schwyz)
durante todo el experimento.
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Figura 3.1 Evolucion del contenido hidrico en las semillas (CHS%) de P. aviculare durante el tiempo de
estratificacion (5 °C) bajo diferentes condiciones de HR. Los simbolos corresponden a los valores medios
de CHS vy las barras corresponden al error estandar (£SE). Cuando el SE no se ve es porque el error es
menor que el tamafio del simbolo.

Las semillas fueron extraidas de las cajas cada 20 dias (20, 40, 60, 80 y 100 dias)
y fueron expuestas al test de germinacion (ver ““Test de germinacion” en este Capitulo
3.2.4). En cada extraccion se determiné el contenido hidrico que presentaban las semillas.
Se utiliz6 la siguiente metodologia para medir el contenido hidrico en las semillas:

Las semillas se colocaron en un desecador de vidrio (campana libre de humedad, con
silica gel) para evitar cambios en el contenido de humedad de las semillas por la
exposicion a la atmoésfera del lugar donde se llevaron a cabo los experimentos). Se registrd
el peso fresco inicial de las semillas y luego peso seco inmediatamente después de secar
a 130 °C durante 2 hs en una estufa de secado. El contenido de humedad en las semillas
se estimo mediante la siguiente formula:

CHS (%) = (W /Ws )x100 Ecuacién (3.1)

donde CHS (%) = Contenido hidrico en la semilla, Ww = peso fresco de las semillas y Ws
= peso seco de las semillas.

3.2.3 Condiciones experimentales durante la entrada en dormicion secundaria

Para inducir la entrada en dormicion secundaria en semillas de P. aviculare se
utilizaron semillas previamente estratificadas a 5 °C durante 100 dias (Six = 1200 °Cd).
Segun Batlla y Benech-Arnold (2003), este tiempo de estratificacion determina que las
semillas alcancen un bajo nivel de dormicién (aprox. 70% de germinacidn, en condiciones
sin restriccion hidrica, =~ 34% CHS). Luego de los 100 dias de estratificacion las semillas
fueron colocadas en cada condicion de HR (5%™ (ZnCL), 15%™® (LiCl), 61%™
(Ca(NO3)2), 75%™® (NaCl), 88%"™ (KCI), 96%"™ (KNOs), 100%™ (H,0) y semillas
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embebidas en 3 y 5 ml de agua destilada durante 48 hs a 5 °C en oscuridad para permitir
el equilibrio entre la HR del ambiente y el contenido hidrico generado en las semillas. El
acondicionamiento se realizd en un cuarto oscuro bajo luz verde muy tenue. Luego, las
semillas con diferente contenido hidrico fueron incubadas a 20 °C, una temperatura que
induce a las semillas de P. aviculare répidamente en dormicidén secundaria (Batlla y
Benech-Arnold, 2003), por 0, 2, 4, 6, 8 y 12 dias (Fig. 3.2). La temperatura dentro de la
camara a 20 °C se registrd6 cada hora con un sensor de temperatura (RC — 30B,
Temperature Data — Logger, Schwyz) durante todo el experimento. Las semillas extraidas
a cada tiempo fueron expuestas al “Test de germinacion” (seccion siguiente) y el control
del contenido hidrico en las semillas se llevo acabo como fue explicado en la seccion
anterior.
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Figura 3.2 Evolucion del contenido hidrico en las semillas (CHS%) de P. aviculare durante la induccion
en dormicion secundaria a 20 °C bajo diferentes condiciones de HR. Los simbolos corresponden a los
valores medios de CHS y las barras corresponden al error estandar (+SE). Cuando el SE no se ve es porque
el error es menor que el tamafio del simbolo.

3.2.4 Test de germinacion

Las semillas fueron retiradas de las cajas herméticas de plastico bajo condiciones
de luz verde muy tenue. En cada extraccion, se colocaron tres réplicas de 40 semillas en
placas de Petri con doble papel de filtro (Whatman N° 3) en 5 ml de agua destilada y se
incubaron durante 24 hs a 15 °C (para permitir la imbibicion completa de las semillas).
Después de la imbibicion, las semillas fueron expuestas a un pulso saturante de la luz roja
durante 20 minutos (provista por placas de filtros de acetato rojos; La Casa del Acetato,
Buenos Aires, Argentina), y luego se incubaron a una temperatura constante de 15 °C en
oscuridad. La temperatura en el interior de las cdmaras de germinacion se registro cada
hora durante el periodo de incubacion con un sensor de temperatura (RC — 30B,
Temperature Data — Logger, Schwyz). Las semillas fueron expuestas a luz fluorescente
blanca durante el conteo y las semillas germinadas fueron desechadas luego del conteo.
El criterio para determinar semillas germinadas fue el crecimiento de la radicula mayor
a2 mm.
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3.2.5 Cuantificacion de los parametros térmicos durante la salida de la dormicion
primaria e induccion en dormicion secundaria

Los datos de germinacion obtenidos durante la salida de la dormicidon primaria
(20, 40, 60, 80 y 100 dias de estratificacion a 5 °C) e induccion en dormicion secundaria
(0, 2,4, 6,8 y 12 dias de almacenamiento en himedo a 20 °C) para los distintos valores
de CHS fueron analizados utilizando el modelo matematico desarrollado por Washitani
(1987) y utilizado en el Capitulo 2. El modelo permite estimar los parametros que
determinan el rango de temperaturas permisivas para la germinacion de la poblacion de
semillas, caracterizado por la temperatura media del limite inferior (7is0)) (la temperatura
por encima de la cual no se expresa la dormicidon) y su desvio estdndar oris0), y la
temperatura media del limite superior (7hs0)) (la temperatura por debajo de la cual no se
expresa la dormicidn), y su desvio estdndar orn(so). Por otro lado, el modelo de Washitani
permite estimar los pardmetros que caracterizan la respuesta de la germinacion de la
poblacion de semillas a la temperatura (i.e. la temperatura base (7v), Optima (75) y maxima
(Tw), el tiempo térmico medio para la germinacion (6s0) y su desvio). Para cuantificar el
efecto de la disponibilidad hidrica y la temperatura de estratificacion sobre el nivel de
dormicidn de la poblacion de semillas, los cambios en 7i(s0) fueron graficados en funcion
del nimero de unidades térmicas de estratificacion (Si) acumuladas por debajo de una
temperatura umbral para que ocurra la salida de la dormicién, de acuerdo con la siguiente
ecuacion (Batlla y Benech-Armold, 2003):

S, = Diase(T,-T,) Ecuacién (3.2)
donde T es la temperatura de salida de la dormicion (17 °C, temperatura a, o por encima
de la cual, la salida de la dormicion no ocurre) y 75 es la temperatura media diaria de
estratificacion. Para cuantificar el efecto de la disponibilidad hidrica y las temperaturas
de induccion en dormicidon secundaria sobre el nivel de dormicion de la poblacion de
semillas, los cambios en Ti50) se cuantificaron como una funciéon de la acumulacion de
unidades de tiempo térmico de induccion en dormicion secundaria (Dly) de acuerdo con
la siguiente ecuacion (Capitulo 2):

DI, = Diase (T, - T, ) Ecuacion (3.3)
donde DIy es el tiempo térmico de induccidon en dormicion secundaria (°Cd), Tupr es la
temperatura umbral para la induccion en dormicion secundaria (7,9 C, temperatura a la
cual o debajo de la cual la induccion en dormicion no se produce) y 75 es la temperatura
media diaria de almacenamiento.

3.2.6 Evaluacion del ajuste entre los valores observados y predichos

Los pardmetros térmicos Optimos para el modelo de germinacion se obtuvieron
mediante un método de ajuste de curva no lineal utilizando un programa de optimizacién
(Solver for Nonlinear Programming 0.9, Sun Microsystem, Inc.). El ajuste maximo entre
los datos simulados y obtenidos experimentalmente se logré por una técnica iterativa
utilizando un algoritmo DEPS Evolutionary algorithm. El criterio estadistico utilizado
para determinar los parametros térmicos Optimos, fue el de minimizar la raiz del cuadrado
medio del error (del inglés, Root Mean Squared Error-RMSE) de la simulacion. El valor
de RMSE utilizado para la optimizacion fue el promedio del RMSE resultante del ajuste
de ambas curvas del régimen de germinacion de la prueba de germinacion:
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n
Zi:l(xobs,i - Xmodel,i)2

n

donde, X5 son los valores observados y Xyoder son los valores pronosticados en el
tiempo i.

RMSE = Ecuacioén (3.4)

3.2.7 Desarrollo del modelo

Para describir la salida de la dormicioén primaria y la induccion en dormicion
secundaria en funcion de la temperatura y del contenido hidrico de las semillas de P,
aviculare, se establecid una relacion funcional entre la tasa de salida de la dormicién o
entrada en dormicion (medida como cambios en 7iioy por unidad de tiempo térmico de
estratificacion (ATii50/ASi) o como cambios en Tis0) por unidad de tiempo térmico de
induccién en dormicién secundaria (ATiis0/ADIy), respectivamente) y el contenido
hidrico que tuvieron las semillas durante el proceso de estratificacion e inducciéon en
dormicién secundaria (7% a 64% CHS) a diferentes temperaturas. Como se describio
anteriormente, la salida de la dormicion primaria y la inducciéon en dormiciéon secundaria
en semillas de P. aviculare se cuantifico a través de cambios en 7is0) Y ori(s0), por lo que
estos parametros térmicos se utilizaron como un indicador del nivel de dormicion de la
poblacion de semillas (Batlla y Benech-Arnold, 2003).

Los pasos de desarrollo del modelo se resumen a continuacion:

(1) Determinar los parametros térmicos de la poblacion de semillas que logren
maximizar el ajuste entre las curvas de germinacion obtenidas experimentalmente y
las simuladas por el modelo de Washitani para cada tiempo de extraccion durante la
salida de la dormicion primaria e induccion en dormicidén secundaria para las
diferentes condiciones de contenido hidrico de las semillas.

(2) Caracterizar los cambios en Tis0) y oriso) de la poblacion de semillas en funcion de
las unidades de tiempo térmico de estratificacion (Si) y tiempo térmico de induccion
en dormicion (D) acumuladas para la salida y la induccion en dormicion secundaria
para las diferentes condiciones de contenido hidrico, y derivar ecuaciones que
permitan relacionar los cambios en 7i50) en funcion de la disponibilidad hidrica de
las semillas.

(3) Sobre la base de la caracterizacion realizada en (2), relacionar la tasa de cambio de
la Tis0y por unidad de Si o DIy con los diferentes contenidos hidricos en la semilla
(CHS), determinando valores umbrales y 6ptimos de CHS para que ocurra la salida
y/o la induccién en dormicion secundaria.

(4) Validar los modelos desarrollados en (3) utilizando un conjunto de datos
experimentales independientes obtenidos a campo.

3.2.8 Evaluacion del modelo

El comportamiento del modelo se evalu6 contra un conjunto de datos
independientes provenientes de un experimento realizado en condiciones de campo. Las
semillas de P. aviculare recolectadas en la localidad de Balcarce (al sur de la Provincia
de Buenos Aires) fueron puestas en bolsitas de malla de nylon (aprox. 300 semillas), luego
fueron enterradas a 5 cm de profundidad en el suelo (4 réplicas x 8 exhumaciones) en el
campo Experimental de la Facultad de Agronomia, Universidad de Buenos Aires, Buenos
Aires (Lat. 34° 25°S, Long. 58° 25"W), Argentina, a finales de marzo del 2015 (momento
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de la dispersion natural). Las semillas permanecieron bajo las condiciones ambientales
naturales que prevalecieron durante todo el experimento (otofio, invierno y primavera).
Cada 25 dias, las bolsitas que contenian las semillas fueron exhumadas (4 réplicas por
exhumacion). Un grupo de semillas fueron sometidas al test de germinacion (ver ““7est
de germinacion™) y se les determind el contenido de humedad al momento de la
exhumacion. Otro grupo de semillas fueron expuestas a 10 min de luz natural y se
colocaron en cilindros con tierra (1 cilindro por réplica, n=4) y se contd el nimero de
plantulas emergidas durante un periodo de 30 dias; durante este periodo el sustrato se
mantuvo humedo mediante riegos regulares de modo de permitir la germinacion. La
temperatura del suelo y el contenido hidrico se registraron por medio de sensores de
temperatura y humedad (7emperature — Logger: METEO4, SCH-10, Cavadevices.com.
Argentina).

3.3 Resultados

3.3.1 Dinamica de germinacion durante la salida de la dormicion primaria de semillas
estratificadas con diferentes contenidos hidricos

Al inicio de los experimentos las semillas de P. aviculare contaban con un
contenido hidrico de 12% (Fig. 3.1). La poblacion de semillas presentaba un alto nivel
de dormicion al inicio del experimento, ya que la germinacion no excedio el 2% (Fig. 3.3
a). La exposicion de las semillas a las diferentes condiciones de HR (5 — 100 HR%) y
semillas embebidas en 3 y Sml, permitié obtener variabilidad en términos de contenido
hidrico de la semilla (i.e. 7 a 64% CHS) (Fig. 3.1; Fig. 3.2). Esto permiti6 que las semillas
exploraran un amplio rango de contenido hidrico durante la exposicion a condiciones que
permiten la salida de la dormicion primaria y la induccion en dormicion secundaria (Fig.
3.3y3.6).

El CHS durante el proceso de estratificacion afectd la tasa de salida de la
dormicién primaria, y por lo tanto, el nivel de dormicion de las semillas de P. aviculare
al cabo de un tiempo de estratificacion (Fig. 3.3). El rango de CHS estudiado permitid
identificar un valor minimo (umbral) del 15% de CHS a partir del cual el proceso de
estratificacion tiene lugar. Semillas expuestas a valores de CHS por debajo de este umbral
(<15%) permanecieron dormidas, sin observarse modificaciones en el nivel de
dormicion. En cambio, valores de CHS por encima de este umbral (>15%) promovieron
el efecto de la temperatura de estratificacion sobre la salida de la dormicion (Fig. 3.4 a).
A su vez, valores de CHS >15% modularon la tasa de salida de la dormicién, a medida
que aumentaba el contenido hidrico en las semillas hasta llegar a un valor 6ptimo (30%
CHS), la velocidad de salida de la dormicion (medida como cambios en la Tiso) por
unidad de tiempo térmico de estratificacion) aumentd. Por encima de 30% CHS no hubo
modificaciones en la tasa de salida de la dormicion. Por ejemplo, durante la primera
extraccion a los 20 dias, se observo un incremento progresivo en la germinacion a medida
que los valores de CHS aumentaban hasta un méaximo (i.e. 15 — 30% CHS), y que por
encima de este valor no hubo aumentos en los porcentajes de germinacién obtenidos (Fig.
3.3 y3.4a).

Este mismo patron fue observado para el resto de las extracciones (40, 60, 80 y
100 dias) (Fig. 3.4 a), donde semillas con CHS por debajo del 30% presentaron
porcentajes de germinacién menores para una misma condicion de tiempo (dias) y
temperatura de estratificacion. Estos resultados indican que el contenido hidrico presente
en la semilla regula la tasa con la cual las semillas salen de la dormiciéon a una misma
temperatura de estratificacion, a partir de un valor umbral. Sin embargo, cuando las
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semillas son expuestas a valores de CHS por encima de 30% los porcentajes de
germinacion son relativamente similares, indicando que existe un valor de CHS a partir
del cual la tasa de salida de la dormicion es maxima (Fig. 3.4 a). Estos resultados sugieren
que las semillas de P. aviculare necesitan un minimo requerimiento de CHS para que la
temperatura empiece a tener un efecto sobre la salida de la dormicion primaria, y que por
encima de este valor umbral, la tasa de salida de la dormicion es dependiente del CHS.
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Figura 3.3 Curvas de germinacion obtenidas a temperaturas de incubacion de 15 °C para semillas de P,
aviculare con distinto contenido de humedad estratificadas a 5 °C que habian acumulado diferentes
cantidades de tiempo térmico de estratificacion: 0 °Cd (a), 240 °Cd (b), 480 °Cd (¢), 720 °Cd (d), 960 °Cd
(e) y 1200 °Cd (f). Los simbolos vacios representan los porcentajes de germinacion obtenidos a 15 °C y las
lineas continuas de colores representan las curvas de germinacion simuladas usando las ecuaciones
descritas en el Capitulo 2 para el modelo de Washitani. Las barras verticales indican el error estandar (+SE)
y donde no hay barras se muestra que el valor del SE de la media es menor que el tamafio del simbolo.

3.3.2 Cuantificacion de los parametros térmicos que caracterizan los cambios
en el nivel de dormicion durante la salida de la dormicion primaria

Se estimaron los parametros térmicos de la poblacion de semillas que
maximizaron el ajuste entre las curvas de germinacion simuladas y las curvas de
germinacion obtenidas experimentalmente, para cada tiempo al cual se extrajeron las
semillas estratificadas a 5 °C (20, 40, 60, 80 y 100 dias) bajo diferentes condiciones de
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contenido hidrico (7 — 64% CHS) (Fig. 3.3). Cambios en la 7is0) fueron observados para
valores de CHS por encima del 15% y hasta un 30%; por debajo de 15% CHS la Tis0y de
las semillas permanecié sin modificacion alguna (Fig. 3.4a). Por encima de 15% CHS se
observd una progresiva disminucion en la Tiiso) a partir de los primeros 20 dias como
consecuencia del proceso de estratificacion; la tasa de cambio fue dependiente del
contenido hidrico con el cual fueron estratificadas las semillas: contenidos hidricos mas
bajos en las semillas resultaron en una menor tasa de disminucion de 7iso)en comparacion
con contenidos hidricos mayores (Fig. 3.4 b). Por ejemplo, las semillas que
permanecieron expuestas a CHS = 22% presentaron leves cambios en la 750y, mientras
que, semillas expuestas a valores de CHS = 30%, presentaron mayores cambios en la
Tis0) . Estos resultados indican que los cambios en el nivel de dormicién como resultado
de la exposicion a temperaturas de estratificacion, son modulados por la disponibilidad
hidrica que presentan las semillas entre un 15% y un 30% de CHS. La disminucion de la
Tis0) en funcion del tiempo para semillas estratificadas a 5 °C a diferentes contenidos
hidricos, fue adecuadamente descrita mediante el ajuste de funciones lineales (Fig 3.4 b).
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Figura 3.4 (a) Porcentajes finales de germinacion en funcion de los diferentes contenidos hidricos para
semillas de P. aviculare estratificadas a 5 °C durante 100 dias. A partir del 15% de CHS se promueve el
efecto de la estratificacion sobre la salida de la dormicion primaria, semillas con CHS por debajo de 15%
se mantienen dormidas (linea vertical punteada marca el umbral). Los simbolos representan el porcentaje
de germinacion obtenido para cada condicion de CHS. Las barras verticales indican el error estandar (+SE)
y donde no hay barras se muestra que el valor del SE de la media es menor que el tamafio del simbolo. (b)
Estimacion de los valores de la temperatura del limite inferior (7is0)) para semillas de P. aviculare incubadas
a 15 °C (derivado de las curvas simuladas mostradas en la Fig. 3.3), en funcion de los dias de estratificacion
y los diferentes CHS. Valores estimados para 7iso) a partir del CHS de 15% se obtuvieron en funcion de la
acumulacion de unidades de tiempo térmico de estratificacion (Si) de acuerdo con la ecuacion (3.2). Las
lineas de puntos se ajustaron mediante ecuaciones lineales para cada contenido hidrico, con valores de R?
de 0,98 (22% CHS), 0,99 (29,8% CHS), 0,98 (35,4% CHS), y 0,97 (45,7% CHS), respectivamente (P-value
=<0.0001, test de pendientes, para verificar que las pendientes son significativas diferentes).

3.3.3 Modelo de salida de la dormicion primaria en funcion de la disponibilidad hidrica
de las semillas

Las relaciones establecidas entre Tiso) y Si para semillas estratificadas con
diferente CHS mostraron pendientes (negativas) diferentes segiin el CHS (Fig. 3.4 b). Asi,
para valores de CHS iguales o menores a 15%, la pendiente no fue significativamente
diferente de 0, denotando que con CHS iguales o inferiores a 15% no se producen cambios
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en Ti50)con la acumulacion de St 0, dicho de otra manera, el nivel de dormicidon no cambia
aun cuando se acumule Si. Con un CHS de 22% la pendiente fue significativamente
diferente de 0 aunque menor que la determinada para un CHS de 29,8% y superiores (Fig.
3.4 b); de hecho, no hubo diferencia significativa entre las pendientes de las relaciones
para CHS de 29,8%, 35,4% y 45,7% (Test de pendientes = <0.0001; Cuadro 3.1),
denotando que semillas con CHS iguales o superiores a 29,8% CHS alcanzan una tasa
maxima de disminucion 7o) (maxima tasa de salida de la dormicidn) en funcion de Si.

Cuadro 3.1 Valores de pendiente y ordenada al origen de las ecuaciones lineales de 7js0) en funcion del
tiempo de estratificacion (Sy) para distintos contenidos hidricos en las semillas (CHS). Las ecuaciones
lineales fueron desarrollas de acuerdo a la funcion lineal: Y=a ¢« X + b; donde a es la pendiente de la funcion,
X es el tiempo térmico de estratificacion (Si) y b es ordenada al origen. R? es el coeficiente de determinacion
del ajuste del modelo de regresion lineal.

CHS (%) Pendiente de la Ordenada al origen de R?
funcion* la funcion*
<15 0 - -
22 0,0028 (a) 18,5 (a) 0,98
29,8 0,0043 (b) 18,5 (a) 0,99
35,4 0,0046 (b) 18,5 (a) 0,98
45,7 0,0052 (be) 18,5 (a) 0,97

*Test de pendientes (P value =<0.0001), valores con una letra comiin no son significativamente diferentes.
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Figura 3.5 Modelo propuesto en base a la relacion entre los cambios en 7icso) de la poblacion de semillas y
las unidades de tiempo térmico de estratificacion (Si) en funcion del CHS (%) en semillas de P. aviculare.
El modelo bi-lineal representa la tasa de salida de la dormicién (disminucion de la Tiiso) por unidad de
tiempo térmico de estratificacion acumulado (S = °Cd)) en funcion del contenido hidrico en la semilla. La
linea de puntos vertical representa el valor umbral de contenido hidrico de las semillas por encima del cual
la estratificacion promueve la salida de la dormicion primaria, el modelo toma como base un contenido
umbral de contenido hidrico de 15% de humedad en la semilla para que el proceso de estratificacion tenga
lugar. La segunda linea vertical de puntos tenues representa el valor 6ptimo de CHS para la salida de la
dormicion (31%).
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Para independizar el efecto del CHS del de la temperatura de estratificacion, se
construy6 una variable que considera los cambios en la dormicidon de las semillas en
funcion del CHS como la tasa de cambio de 7is0) por unidad de tiempo térmico de
estratificacion Sy (ATis0) /ASt), que es el valor de las pendientes de la relaciones lineales
graficadas en la figura (3.4 b) y que se muestran en la Cuadro (3.1). Graficando el valor
de esta variable en funcion de CHS, se construyo la relacion que se muestra en la figura
(3.5). En esa figura se muestra que: i) la tasa de salida de la dormicion por unidad de
tiempo térmico de estratificacion es 0 hasta que se alcanza un valor umbral de CHS de
15%; i1) que con CHS entre 15% y 31% la tasa de salida de la dormicion por unidad de
tiempo térmico de estratificacion aumenta linealmente hasta alcanzar un méximo con
CHS igual a 31%j; 1i1) que con CHS superiores a 31% la tasa de salida de la dormicion por
unidad de tiempo térmico de estratificacion es maxima. La relacién que se muestra en la
figura (3.5) constituye un modelo predictivo de la tasa de salida de la dormicion en
semillas de P. aviculare (medida como cambios en Ti:s0) ) en funcion de la temperatura de
estratificacion y del contenido hidrico de las semillas durante el proceso de estratificacion

3.3.4 Germinacion de semillas que tuvieron diferente contenido hidrico durante la
entrada en dormicion secundaria

La dinamica de germinacion para las semillas expuestas a las diferentes
condiciones de CHS durante la entrada en dormicion secundaria a 20 °C durante 0, 2, 4,
6, 8 y 12 dias, se muestran en la figura (3.6). El nivel de dormicion de la poblacion previo
a la induccion en dormicion secundaria fue registrado al iniciar el experimento,
mostrando un nivel de dormicién relativamente bajo (germinacién observada = 68%,
punto gris en el eje-y, en la figura 3.7 a). Al cabo del tratamiento de estratificacion para
aliviar la dormicion primaria, el CHS era de 34%; como se describi6 en “Materiales y
Meétodos™, estas semillas fueron expuestas por dos dias a atmosferas generadas por el
contacto con diferentes soluciones salinas a 5°C, de manera de que las mismas tuvieran
diferentes CHS en el rango entre 9% — 61% antes de ser almacenadas a 20 °C, una
temperatura que las deberia inducir en dormicion secundaria segun los resultados
obtenidos en el Capitulo 2. Sin embargo, la sola modificacion del CHS en las semillas
hasta valores bien por debajo del que tenian al concluir el tratamiento de estratificacion,
y antes de exponer las semillas a 20 °C para inducirlas en dormicion secundaria, fue
suficiente como para incrementarles el nivel de dormicion en forma muy marcada (i.e.
de una germinacion de 68% al salir de la estratificacion, pasaron a germinar menos del
30% como promedio de lo observado para el rango de CHS de entre 9% y 19% CHS (Fig.
3.6 a; 3.7 a, inset). Sin embargo, las semillas a las que el CHS se les redujo hasta 32%,
no mostraron la misma reduccion de la germinacion ante el cambio del CHS (dia 0, sin
restriccion hidrica) (Fig. 3.7 a). Estos resultados indican, por un lado, que el contenido
hidrico modula de forma independiente los cambios en el nivel de dormicion por debajo
y por encima de 32% de CHS.

Una vez que las semillas fueron expuestas a 20 °C, se observaron cambios en los
porcentajes de germinacion en los primeros 2 dias de induccion para semillas con
contenidos hidricos entre 19% y 41%, mostrando una disminucion en los porcentajes de
germinacion en mas del 45% respecto a sus valores iniciales (dia 0 de induccion) (Fig.
3.6 a, b). Por ejemplo, para semillas con CHS = 24% se observaron valores de
germinacion de 46% a 30% (un 16% menos); sin embargo, para semillas con CHS = 33%
se observaron valores de germinacion de 67% a 19,3% (48% menos) y para semillas con
valores de CHS = 41% y 61% mostraron valores de germinacion de 56% y 55% a 20 y
18%, respectivamente (37% menos). A los 4 dias de induccion en dormicion, las semillas



48

expuestas a cada una de las condiciones de CHS presentaron porcentajes muy bajos de
germinacion (entre 2 'y 7%) (Fig. 3.7 a), evidenciando un alto nivel de dormicion. A partir
del dia 4 en adelante, los valores de germinacion alcanzados eran casi nulos. Estos
resultados sugieren que la entrada en dormicion secundaria no solamente es regulada por
la temperatura, sino que también es modulada por el contenido hidrico de las semillas
durante el proceso de entrada en dormicion secundaria. Pero ademads, reducciones
abruptas en el contenido hidrico de las semillas (p.ej. semillas embebidas cuyo CHS es
llevado por debajo de 19%) modulan por si sola la entrada en dormicion secundaria (Fig.
3.7 a).
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Figura 3.6 Curvas de germinacion acumulada observada obtenida a temperatura constante de 15 °C para
semillas de P. aviculare con distinto contenido de humedad durante la induccion en dormicion secundaria a
20 °C. Cada panel corresponde al dia de induccion en dormicion secundaria: (a) dia 0, (b) dia 2, (c) dia 4, (d)
dia 6, (e) dia 8 y (f) dia 12. Los simbolos (vacios y llenos) representan los porcentajes de germinacioén
obtenidos a 15 °C y las lineas continuas representan las curvas de germinacion simuladas usando las
ecuaciones descritas para el modelo de germinacion desarrollado (Capitulo 2). Las barras verticales indican
el error estandar (£SE) y donde no hay barras se muestra que el valor del SE de la media es menor que el
tamaifio del simbolo.
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3.3.5 Cuantificacion de los parametros térmicos que caracterizan los cambios en el
nivel de dormicion durante la entrada en dormicion secundaria

Se estimaron los parametros térmicos de la poblacion de semillas que
maximizaron el ajuste entre las curvas de germinacion simuladas y las curvas obtenidas
experimentalmente para cada condicion de CHS (9 — 61%) durante la induccién en
dormicién secundaria a 20 °C (0, 2, 4, 6, 8 y 12 dias) (Fig. 3.6 y 3.7 b). Las variaciones
en el nivel de dormicion medidos a partir de los cambios en la Tis0) obtenidos a partir de
los ajustes para cada condicion de CHS permitieron identificar 3 zonas de respuesta de la
poblacion de semillas al CHS durante la induccidon en dormicioén secundaria. (1) Las
semillas con valores de CHS <15% entraron en dormicidon secundaria con una tasa
maxima incluso antes de ser expuestas a 20°C. (2) Por encima del 15% y hasta
aproximadamente 32%, la induccidon en dormiciéon secundaria tuvo lugar a una tasa
diferente: cuanto mayor fue el CHS, mayor fue la tasa a la que fueron inducidas en
dormicion secundaria (incremento gradual de la pendiente con la que 7iis0) aumenta en
funcién de DIy, a partir del 15% de CHS). (3) Por tltimo, una zona donde la tasa de
induccién en dormicion secundaria es maxima en el rango de CHS de 31 a 41% (i.e.
rapido incremento en la 7is0) en funcion de Dly. (Fig. 3.7 b). Estos resultados muestran
que la tasa con la cual las semillas son inducidas en dormicion secundaria estaria siendo
regulada, por un lado, por el CHS en el rango de 9 a 15%, y por otro lado, por la
temperatura modulada por el contenido hidrico de las semillas en el rango de 15 a 41%.
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Figura 3.7 (a) Porcentajes de germinacion obtenidos en funcion de los diferentes contenidos hidricos en
semillas de P. aviculare inducidas en dormicion secundaria a 20 °C durante 12 dias. Los simbolos y las
lineas continuas representan los dias durante la induccion en dormiciéon secundaria. La figura pequefia
superior izquierda es una ampliacion del dia 0 antes de inducir las semillas en dormicion secundaria. La
barra vertical gris indica el porcentaje de germinacion obtenido para una poblacién con poca dormicion
(=1200 °Cd de Si sin restriccion hidrica) (Germinacion = 68%, punto gris en el eje de abscisas y), las barras
en rojo indican los porcentajes de germinacion obtenidos en el dia 0 debido a los diferentes CHS antes de
ser inducidas en dormicion secundaria a 20 °C. Las barras verticales en ambas figuras indican el error
estandar (£SE) y donde no hay barras se muestra que el valor del SE de la media es menor que el tamafio
del simbolo. (b) Cambios en la 7j;s0)en funcion de los contenidos hidricos de las semillas durante el tiempo
de induccién en dormicion secundaria a 20 °C. Las lineas discontinuas se ajustaron mediante ecuaciones
lineales para cada contenido hidrico, con valores de R? de 0,95 (14% CHS), 0,96 (17% CHS), 0,96 (19%
CHS), 0,90 (24%), 0,87 (33% CHS) y 0,83 (41% CHS), respectivamente (P-value = < 0.0001, test de
pendientes, para verificar que las pendientes son significativas diferentes).
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3.3.6 Modelo de entrada en dormicion secundaria en funcion de la disponibilidad
hidrica en las semillas

Las relaciones establecidas entre Tis0) y DIy para semillas inducidas en dormicion
secundaria con diferente CHS mostraron pendientes (positivas) diferentes segun el CHS
(Fig. 3.7 b). Asi, para valores de CHS por encima del 9% y menores o iguales al 15%, la
pendiente cambia muy poco, denotando que con CHS iguales o inferiores a 15% los
cambios que se producen en 7js0) con la acumulacién de DIis son minimos. En cambio,
con CHS de 17, 19 y 24% las pendientes fueron significativamente diferentes de 15%
CHS (Cuadro 3.2, letras diferentes), aunque menor que la pendiente determinada para
CHS de 33% y superiores (Fig. 3.7 b). En efecto, no hubo diferencia significativa entre
las pendientes de las relaciones para CHS de 33% y 41%, (Test de pendientes = <0.0001;
Cuadro 3.2) indicando que semillas con CHS iguales o superiores a 33% CHS alcanzan
una tasa maxima de incremento de 7is0) (méxima tasa de induccion en dormicion
secundaria) en funcién de Dly.

Cuadro 3.2 Valores de pendiente y ordenada al origen de las ecuaciones lineales de 7is0) en funcion del
tiempo térmico de induccion en dormicion (DItt) para distintos contenidos hidricos en las semillas (CHS).
Las ecuaciones lineales fueron desarrolladas de acuerdo a la funcion lineal: Y=a ¢« X + b; donde a es la
pendiente de la funcién, X es el tiempo térmico de induccidon en dormicion (DIy) y b es ordenada al origen.
R es el coeficiente de determinacion del ajuste del modelo de regresion lineal.

CHS (%) Pendiente de la Ordenada al origen de R?
funcion* la funcion*

<9 - - -

>9y<15 - - -
15 0 15,2 (a) -
17 0,017 (a) 15,6 (a) 0,96
19 0,030 (b) 15,5 (a) 0,96
24 0,036 (¢) 15,2 (a) 0,90
33 0,047 (d) 15,5 (a) 0,87
41 0,046 (d) 15,4 (a) 0,83

*Test de pendientes (P value =<0.0001), valores con una letra comiin no son significativamente diferentes.

Para independizar el efecto del CHS del de la temperatura durante la induccion en
dormicion secundaria, se construyd una variable similar a la desarrollada para el modelo
de salida de la dormicion primaria. Esta variable considera los cambios en la dormicion
de las semillas en funcién del CHS como la tasa de cambio de Ti(s0) por unidad de tiempo
térmico de induccion en dormicion DIy (ATis0)/ADIy), que es el valor de las pendientes
de la relaciones lineales graficadas en la figura (3.7 b) y que se muestran en la Cuadro
(3.2). Graficando el valor de esta variable en funcion de CHS, se construyo la relacion
que se muestra en la figura (3.8). La relacion que se muestra en la figura (3.8) constituye
un modelo predictivo de la tasa de induccidén en dormicion secundaria en semillas de P
aviculare (medida como cambios en 7i50)) en funcion de las temperaturas que inducen
en dormicion y del contenido hidrico de las semillas durante el proceso de induccion en
dormicién secundaria.
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Figura 3.8 Estimacion de los valores para el ajuste del modelo a partir de la temperatura del limite inferior
(Tis0)) y la acumulacion de DIy para semillas de P aviculare (valores derivados de las curvas simuladas
mostradas en la Fig. 3.6) en funcion de los dias de induccion en dormicion secundaria y los diferentes
contenidos hidricos obtenidos en las semillas. Modelo propuesto sobre la base de la relacion entre los
parametros de dormicion (7is0)) de la poblacion de semillas y las unidades de tiempo térmico de induccion
en dormicion (DIy) en funcion del CHS. Las lineas de puntos verticales representan el valor umbral a partir
del cual la entrada en dormicion secundaria tiene lugar (15%) y la tasa con la cual son inducidas es
dependiente del CHS. Por encima de 31% CHS la tasa de induccion en dormicion es maxima.

3.3.7 Validacion del modelo

La “performance” del modelo de salida de la dormicion primaria e induccion en
dormicion secundaria en funcion de la disponibilidad hidrica y de la temperatura, se
evaluo utilizando datos de un experimento independiente en condiciones de campo, donde
las semillas permanecieron enterradas en el campo durante otofio, invierno y primavera
del 2015 (abril — noviembre) (Fig. 3.9). Para contrastar las predicciones obtenidas por los
modelos contra los datos obtenidos en cada una de las exhumaciones en el experimento a
campo, los valores de Tis0) y CHS fueron simulados utilizando las ecuaciones (3.1 - 3.3;
las funciones obtenidas de los modelo en las figuras (3.5 y 3.8); Cuadros (3.1 y 3.2),
respectivamente) en relacion a la temperatura media diaria y el contenido hidrico en el
suelo (%) registrados a 5 cm de profundidad. Para determinar los valores de 7ics0) durante
la salida de la dormicién primaria, se acumuld S cada vez que la temperatura media diaria
registrada a 5 cm de profundidad se encontrd por debajo de 17 °C (Batlla y Benech-
Arnold, 2003). En cambio, para determinar los valores de 7150y durante la induccion en
dormicion secundaria, se acumuld DI cada vez que la temperatura media diaria registrada
a 5 cm de profundidad se encontrd por encima de 7,9 °C (Capitulo 2). En resumen, los
cambios en 7ics0) serdn el resultado de los °Cd acumulados en funcién de la temperatura
del suelo, y dependiendo de cual modelo acumula mas °Cd (Si o Dly), serd el modelo que
predomine.
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Cuadro 3.3 Valores estimados de tiempo térmico de estratificacion (Sy) y tiempo térmico de induccion en
dormicion (DIy), temperatura del limite inferior del rango térmico permisivo para la germinacion (7iso)),
contenido hidrico en las semillas (CHS%), desviacion standard de la temperatura del limite inferior del
rango térmico permisivo para la germinacion (o), para diferentes exhumaciones a campo realizadas en el
2015. Los valores en color rojo indican que la poblacién de semillas se encuentra completamente dormida.

Fecha Exh Tempmed S« (°Cd) CHS (%) Tis0)* o150 Tis0)**
27/03 12,5 0 0 18,5 0 18,5
21/05 15,6 77 20,9 17,5 0,4 18,3
05/06 7,8 215 22 16,6 2,2 17,9
20/06 6,5 373 27,9 15,5 42 16,9
05/07 10,5 470 33 14,8 3,2 15,7
20/07 15,5 493 36,9 14,6 2,3 15,0
04/08 15,3 518 33,1 14,4 2,4 15,4

Fecha Exh Temp med DI (°Cd) CHS (%) Tis0)* O11(50) Tis0)**
19/08 13 71 26,7 16,1 2.4 15,8
03/09 15,1 101 24,1 17,6 2,4 15,1
18/09 17,3 132 19,8 18,5 0 18,5
03/10 19 155 21,2 18,5 0 18,5
03/11 20 169 18,5 18,5 0 18,5

* Tis0) calculada sin considerar el CHS.
** Tis0) afectada por el CHS.

Para ejemplificar la forma de utilizacién de estos modelos, en la Cuadro (3.3) se
muestra la estimacion de los parametros en funcion de la temperatura y del contenido
hidrico del suelo para semillas de P. aviculare enterradas a 5 cm en el suelo. El modelo
de salida de la dormicién primaria funciona de la siguiente manera: por debajo de 15% la
tasa de cambio de 71(s0) por unidad de S« acumulado es cero; entre 15% y 30% esa tasa de
cambio aumenta linealmente cuando aumenta el CHS hasta llegar a un maximo en 30%;
por encima de 30% esa tasa de cambio se mantiene maxima. Partiendo de un valor de
Ti(s0y nicial conocido (18,5°C, valor para una poblacién con un alto nivel de dormicion
(Batlla y Benech-Arnold, 2003)) es posible calcular el valor de Tiso) en cualquier
momento después de haber acumulado una cierta cantidad de unidades térmicas de S,
afectandola por el valor de la tasa de cambio de 7i(s0) por unidad de Sy por encima de 15%
de CHS, tal como se muestra en la Cuadro (3.3).

En cambio, el modelo de induccion en dormicion funciona de forma opuesta: por
debajo de 15% la tasa de cambio de 7Tiso) por unidad de DIy acumulado es minima
(minimos cambios en Tis0)); entre 15% y 31% esa tasa de cambio de induccion en
dormicion aumenta linealmente cuando aumenta el CHS hasta llegar a un maximo en
31%; por encima de 31% esa tasa de induccién en dormicion se mantiene maxima.
Partiendo de un valor de 750 inicial conocido (7,5 °C, valor para una poblacion con un
bajo nivel de dormicidn, Capitulo 2) es posible calcular el valor de Tiso) en cualquier
momento después de haber acumulado una cierta cantidad de unidades térmicas de DI,
afectandola por el valor de la tasa de cambio de 7is0) por unidad de DI por encima de
15% de CHS, tal como se muestra en la Cuadro (3.3).

Los porcentajes de germinacion predichos por los modelos coincidieron en buena
medida con los valores de germinacion observados para cada tiempo de exhumacion a
campo; sin embargo, los valores de germinacion obtenidos a 15 °C constante fueron
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levemente subestimados (semillas sin restriccion hidrica) (Fig. 3.9). Las semillas
exhumadas durante los primeros dias de otoflo presentaron porcentajes bajos de
germinacion (6% a 15 °C 'y 8% campo al 20/06/15), estos valores son consistentes con los
valores de Tis0)en funcion del Sy y el CHS prevaleciente (altos valores de Tiis0)= 16,9 °C
y pocos °Cd de Si acumulados) (Cuadro 3.3). El valor de CHS (%) al momento de la
exhumacion (27,9%) no fue limitante; sin embargo, los bajos porcentajes de germinacion
se debieron a que la poblacion de semillas presentaba un nivel de dormicion alto al
momento de la exhumacion. Luego, a finales del invierno se alcanzaron los mayores
porcentajes de germinacion (disminucion de Tiiso) = 15,4 °C), 35% para semillas que
fueron incubadas a 15 °C 'y 22% a campo para la misma fecha de exhumacion (04/08/15).
Estos cambios en Tjs0) estuvieron favorecidos por un valor 6ptimo de CHS de 33,1%,
valor por encima del cual la tasa de salida de la dormicidon es maxima. No obstante, un
valor del 22% de germinacion a campo, podria representar un serio problema cuando el
banco de semillas es muy numeroso. Finalmente, los resultados a campo mostraron que
la entrada en dormicion secundaria ocurri6 a partir del 04/08/15 (Fig. 3.9 linea punteada
vertical, Cuadro 3.3) momento a partir del cual los porcentajes de germinacion
disminuyeron paulatinamente hasta volverse cero a finales de la primavera (incremento
de la Tis0) por el aumento de la temperatura en primavera). La disminucion en los
porcentajes de germinacion estuvo acompanada por un incremento en el nivel de
dormicién y una disminucion en el CHS.
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Figura 3.9 Porcentajes de germinacion obtenidos en dos condiciones: i) condiciones controladas
(incubadas a 15 °C) y ii) en condiciones de campo para semillas de P. aviculare, enterradas en el suelo a
finales de marzo del 2015 (dispersion natural en marzo) hasta finales de primavera (otofio, invierno y
primavera). La linea negra punteada representa la germinacion predicha en funcion del CHS, la linea roja
punteada representa la germinacion predicha sin restriccion hidrica. Germinacion observada (circulos) en
condiciones controladas y germinacion obtenida en condiciones de campo (cuadros). La linea punteada
vertical en 04/08/2015 indica el momento en que la poblacion de semillas se induce en dormicion
secundaria. La figura superior representa las condiciones de temperatura y contenido hidrico medio durante
el experimento a campo. Los datos de germinacion se simularon utilizando ecuaciones del modelo de salida
(Su, Batlla y Benech-Arnold, 2003) y entrada en dormiciéon secundaria (DI, indice desarrollado en el
capitulo 2), utilizando las ecuaciones (3.1 — 3.4) y las variables derivadas de los modelos (Fig 3.5 y
Fig.3.8b). Las barras verticales indican el error estandar (SE) y donde no hay barras se muestra que el valor
del SE de la media es menor que el tamafio del simbolo.
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3.4. Discusion

En condiciones naturales, las semillas estan expuestas a ciclos de humedecimiento
y secado en funcion del patron temporal de lluvias (Hegarty, 1978; Allen y Meyer, 1998;
Bewley, 2007). Las semillas se humedecen luego de una lluvia y, a partir de ese momento
comienza una fase de deshidratacion a medida que el suelo se va secando hasta que una
nueva lluvia determina la re-imbibicion de las semillas y vuelve a recomenzar el ciclo
(Karssen, 1982; Batlla y Benech-Arnold, 2006). El efecto de estas fluctuaciones de
humedecimiento-secado en las semillas fueron estudiadas por varios autores, y de su
estudio se sugirid que las mismas podrian afectar el nivel de dormicién de las semillas, y
por lo tanto, el patron anual de emergencia en el campo (Hegarty, 1978; Baskin y Baskin,
1982; Bouwmeester, 1990; Allen et al., 1993; Batlla y Benech-Arnold, 2006). Aun asi, la
mayoria de los modelos desarrollados para predecir cambios en el nivel de dormiciéon en
semillas enterradas contemplan el efecto de la temperatura sobre el nivel de dormicion,
pero no toman en cuenta el efecto del contenido hidrico del suelo sobre la dormicion de
las semillas.

Los modelos de umbral permiten describir con precision el rango de respuestas de
los individuos dentro de una poblacion, dependiendo de cuales sean las condiciones
ambientales (Bewley, 1997; Finch-Savage, 2004). Los modelos presentados en este
Capitulo permitieron identificar dos umbrales de CHS, un valor minimo de CHS
requerido para activar los procesos metabolicos indispensables en las semillas (donde la
tasa del proceso es minima) y un valor donde la tasa de los procesos metabdlicos es
maxima. En estudios anteriores usando semillas de avena silvestre (Avena fatua) y arroz
rojo (Oryza punctata), Foley (1994) y Leopold et al. (1988) mostraron que el proceso de
post-maduracion podria volverse lento o no ocurrir directamente a muy bajo contenido
de agua en la semilla. Estos umbrales identificados determinan que el metabolismo de las
semillas ocurra a una tasa diferente dependiendo del CHS, y a su vez, determinan que los
cambios a nivel transcripcional (por encima y por debajo de esos umbrales) empiezan a
ser mas rapidos o mas lentos. Por lo tanto, para que los procesos metabdlicos en la semilla
tengan lugar es necesario que las semillas tengan un nivel de humedad adecuado.

En este Capitulo, se presentaron resultados que demuestran que el CHS en
semillas de P. aviculare tiene un papel importante en la regulacion de los cambios en el
nivel de dormicion, tanto durante la salida de la dormicioén primaria como en la entrada
en dormicion secundaria (Fig. 3.4 a y 3.7 a). Estos cambios fueron cuantificados a partir
de variaciones en la 750y durante el tiempo de estratificacion en funcion de los diferentes
CHS con los que fueron estratificadas las semillas o inducidas a dormicién secundaria
(Fig. 3.4 by 3.7b). Los resultados mostraron que, para la salida de la dormicion primaria,
la tasa con la que la Tis0) disminuye depende del CHS que presentan las semillas; cuanto
mas alto es el CHS, mayor es la tasa de salida hasta un valor de 31% a partir del cual la
tasa de salida es maxima (Fig. 3.4 a, b). El rango de CHS explorado en las semillas de P,
aviculare (7-64%) permiti6 identificar un valor umbral minimo de 15% de CHS, a partir
del cual la temperatura modifica el nivel de dormicidon durante la estratificacion (Fig. 3.5).
Resultados similares fueron encontrados por Wang et al. (2009), quienes observaron que
la salida de la dormicion a bajas temperaturas en Vitis vinicola era nula por debajo del
20% de humedad de la semilla, para luego aumentar hasta hacerse méxima en 40% de
humedad, permitiendo determinar un umbral minimo y un valor 6ptimo de humedad para
que las semillas vean aliviada su dormicion. Por otro lado, un valor umbral del 15% de
CHS implica que para el caso de P. aviculare las semillas necesitaron acumular 3% de
contenido hidrico respecto al valor inicial de CHS luego de la dispersion (12% CHS), para
que el proceso de estratificacion comenzara a tener lugar. Cuando el CHS fue menor al
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valor umbral (<15%) las semillas permanecieron dormidas, sin modificaciones en el nivel
de dormiciéon a lo largo del periodo de estratificacion (Fig. 3.4a). Estos resultados
muestran que, por un lado, la salida de la dormicion primaria requiere un valor minimo
de CHS'vy, por otro lado, que valores bajos de CHS en semillas de P. aviculare (aunque
por encima del 15%) permiten que el proceso de estratificacion tenga lugar en los bancos
de semillas y, por lo tanto, se modifique el nivel de dormicién de los mismos (Fig. 3.5).
Durante la entrada en dormicion secundaria, el CHS reguld los cambios en el nivel
de dormicién de dos formas: 1) el CHS reguld por si solo la entrada en dormicion
secundaria cuando el CHS fue llevado por debajo de 15%, independientemente de la
temperatura (Fig. 3.6 y 3.7). 2) La induccion en dormicién secundaria ocurri6 a una tasa
diferente a partir de CHS >15%: cuanto mayor fue el CHS mayor fue la tasa con la cual
las semillas fueron inducidas en dormicion (Fig. 3.7). Los resultados encontrados para P
aviculare son similares a los reportados para Bromus tectorum, donde la salida de la
dormicidn tiene lugar dentro de un rango muy especifico de valores de humedad de la
semilla (no ocurre en semillas embebidas o en semillas muy secas) y, dentro de ese rango,
el nivel de hidratacion de la semilla modula el efecto de la temperatura sobre la tasa de
salida de la dormicién (Bair et al., 2006). Estos resultados sugieren que cuando el suelo
se seca abruptamente (disminucion importante de la disponibilidad hidrica), las semillas
entran en dormicidon secundaria rdpidamente para evitar no germinar, y prevenir una
temporada adversa en la cual las plantulas emergidas no podrian sobrevivir.
Interesantemente, las evidencias muestran que el valor umbral identificado para
ambos modelos se corresponde a 15% de CHS (el proceso que tenga lugar; salida o
entrada en dormicién secundaria dependerd, tanto del CHS como de la temperatura
predominante por encima de este umbral). A partir de estos umbrales identificados es
posible relacionar cambios en la dormicion de las semillas en funcidén del CHS como la
tasa de cambio de Tics0) por unidad de tiempo térmico de estratificacion Si (ATis0) /ASk)
y tiempo térmico de induccioén en dormicidon DIy (ATis0) /ADIy) (Fig. 3.5 y 3.8). Dicho
de otra manera, la tasa con la cual las semillas salen de la dormicién o son inducidas en
dormicién secundaria, serd el resultado de los cambios en la Tjs0) por unidad de tiempo
térmico acumulado (°Cd) en funcion del CHS. Estos resultados sugieren que no solo la
temperatura tiene un efecto sobre los cambios en el nivel de dormicion, sino que también
la disponibilidad hidrica en los bancos de semillas estaria jugando un papel importante
como modulador de esos cambios dependiendo del nivel de hidratacion de las semillas.
Los modelos predictivos de los cambios en el nivel de dormicion en semillas de
P. aviculare propuestos en este Capitulo, permitieron llevar a cabo simulaciones de los
patrones temporales de salida de la dormicidon primaria e induccion en dormicion
secundaria en funcién de la temperatura del suelo y la disponibilidad hidrica de semillas
enterradas (Fig. 9; Cuadro 3.3). Los resultados presentados en este trabajo se encuentran
entre los primeros en cuantificar el efecto del contenido de humedad de las semillas
durante el periodo de estratificacion sobre la tasa de salida de la dormicion primaria. Mas
ain, es la primera vez que se presenta un trabajo donde se cuantifica el efecto del
contenido hidrico de las semillas sobre la tasa de induccion en dormicion secundaria. Los
modelos desarrollados representan una novedosa herramienta que permiten estimar con
una mayor precision la fraccion de la poblacion capaz de germinar durante la salida de la
dormicioén primaria e induccion en dormicion secundaria en funcion de las variables
desarrolladas para cada modelo.
En conclusion, los modelos presentados en este trabajo representan una
aproximacion dinamica para caracterizar y modelar la salida de la dormicién primaria y
la induccion en dormicidon secundaria en semillas de P. aviculare en relacion con la
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disponibilidad hidrica y la temperatura, teniendo en cuenta la 7is0)y su desvio estandar
0TI cOmo parametros que nos permiten medir la dormicién. Sin embargo, el estudio de la
dormicion y la emergencia de los bancos de semillas en condiciones de campo se
encuentran influenciados por la interaccion de muchos factores ambientales como luz,
fluctuaciones de temperatura, contenido de nitratos, etc (Bewley y Black, 1982; Benech-
Arnold et al., 1990a; Scopel et al., 1991, Ghersa et al., 1992; Benech-Arnold et al., 2000).
El desarrollo de modelos predictivos que incluyan el efecto de estos factores ambientales
sobre la dormicion y la germinacion de las poblaciones de semillas, nos conduciran a
mejorar nuestro entendimiento y nuestras predicciones de los patrones de emergencia de
malezas observados en el campo.
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CAPITULO 4

4. CAMBIOS EN EL NIVEL DE DORMICION EN SEMILLAS DE Polygonum
aviculare L. DURANTE LA INDUCCION EN DORMICION SECUNDARIA,
MEDIDOS A PARTIR DE CAMBIOS EN LA SENSIBILIDAD ALALUZY ALAS
TEMPERATURAS ALTERNADAS

4.1 Introduccion

Las sefales relacionadas con los cambios estacionales influyen directamente en el
comportamiento que tienen las semillas en los bancos de semillas. En respuesta a estas
sefales, las semillas modifican su nivel de dormicidén constantemente y su sensibilidad a
otras sefiales ambientales (Footitt et al., 2011; Finch-Savage y Footitt, 2015). La
temperatura es la sefial mas importante para la deteccion temporal (Probert, 2000),
mientras que muchas sefiales pueden usarse para detectar condiciones beneficiosas y
adversas para la germinacion, por ejemplo, profundidad en el suelo (amplitud de la
fluctuacion de temperatura diurna, oxigeno, agua), alteracion del suelo (luz, oxigeno) y
gaps en la vegetacion (nitrato, calidad de la luz, el grado de fluctuacion de la temperatura
diurna) (Benech-Arnold et al., 2000; Baskin y Baskin, 2006; Finch-Savage y Leubner-
Metzger, 2006; Batlla et al., 2007; Footitt et al., 2011, 2013, 2014). Como se menciond
anteriormente, el nivel de dormicién cambia constantemente, muchas veces cuando el
nivel de dormicién de una poblacion de semillas es suficientemente bajo, algunas especies
requieren de la exposicion a ciertas sefales ambientales especificas que actuian como
terminadores de la dormicion, las cuales eliminaran las Gltimas impedancias para dar paso
al proceso de germinacion (Scopel et al., 1991; Ghersa et al., 1992; Benech-Arnold et al.,
2000). Entre los factores terminadores de la dormicion mas estudiados se encuentran la
luz y las temperaturas alternadas, ya que éstos son los que cominmente presentan
mayores efectos en condiciones de campo. Aun asi, existen muchos otros factores que
actiian como terminadores de la dormicion bajo condiciones especificas, como nitratos,
etileno, dioxido de carbono, etc. (Benech-Arnold et al., 2000).

En algunas especies, la luz puede promover o inhibir la germinaciéon dependiendo
de su composicion espectral y de su nivel de irradiancia, del estado fisioldgico de las
semillas y de las condiciones ambientales, en particular la temperatura y la disponibilidad
hidrica del suelo (Bewley y Black, 1994; Casal y Sanchez 1998; Batlla y Benech-Arnold,
2007, 2010). Es conocido que la promocion de la germinacion por la luz estd mediada por
los fitocromos (Bewley y Black, 1982; Taylorson, 1972, 1987; Pons, 1992; Benech-
Arnold et al., 2000). Algunas semillas muestran, bajo ciertas condiciones, una
sensibilidad extrema a la luz (Casal y Sanchez, 1998, Botto et al., 1998, 2000). En esos
casos, las exposiciones de milisegundos a la luz solar son suficientes para inducir la
germinacion; esto se conoce como una respuesta de muy baja fluencia (del inglés, very
low fluence responses, VLFR), que en Arabidopsis thaliana esta mediada por el fitocromo
A (PHY-A) (Botto et al., 1996, Shinomura et al., 1996). Esta respuesta se satura con
niveles muy bajos de la forma Pfr (la forma activa para la germinacion) del fitocromo
(menos del 1 por ciento del fitocromo total [Pt] en la forma Pfr) y no muestra la clasica
reversibilidad de luz roja (R) - rojo lejano (RL) (Mandoli y Briggs, 1981; Casal, Sdnchez
y Botto, 1998; Casal, 2013). Este modo de accioén de los fitocromos les permite a las
semillas detectar breves exposiciones a la luz durante las perturbaciones del suelo, como
las que ocurren durante las labores de labranza agricola (Scopel et al., 1991, 1994; Battla
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y Benech-Arnold, 2004, 2007). Existe otro modo de accidén de los fitocromos y su
respuesta se expresa a baja fluencia (del inglés, low fluence responses, LFR). Esta
respuesta se caracteriza por la existencia de una correlacion entre la intensidad del efecto
y el nivel de Pfr que se establece por efecto del ambiente luminico (Taylorson y
Hendricks, 1972; Lee y Lopez-Molina, 2012). Los fotorreceptores de este modo de accion
identificados en las semillas de Arabidopsis thaliana son los fitocromos B y E (PHY-B'y
PHY-E) (Hennig et al., 2001). Por lo tanto, las respuestas del tipo VLFR y las del tipo
LFR difieren en que los niveles extremadamente bajos de Pfr saturan el VLFR y la
respuesta a menudo no es reversible por la luz FR, mientras que niveles mas altos de Pfr
son necesarios para provocar LFR y la respuesta al R es reversible si es seguida
inmediatamente por luz FR (Casal y Sanchez, 1998).

Por otro lado, las temperaturas alternadas también actian como un factor
terminador de la dormicion en semillas de numerosas especies (Probert et al., 1985;
Murdoch et al., 1989; Probert, 1992). Para semillas que se encuentran en el banco de
semillas, las temperaturas alternadas como factor terminador de la dormicidn constituyen
una sefial ambiental confiable en algunas situaciones. Por ejemplo, por debajo de los
primeros milimetros de profundidad la influencia del ambiente luminico es nula (Bliss y
Smith, 1985, Tester y Morris, 1987; Pons, 2000), mientras que, la amplitud térmica del
suelo se va atenuando a medida que aumenta la profundidad (Van Esso et al., 1986).
Thompson y Grime (1983), propusieron que el papel ecoldgico de este requerimiento
radica en la posibilidad de detectar la profundidad de entierro de las semillas y la
presencia de brechas en la cobertura vegetal (canopeo).

Los cambios en el nivel de dormicion no sélo comprenden cambios en el rango
de temperaturas permisivas para la germinacion, sino que también comprenden cambios
en la sensibilidad de la poblacion de semillas a los efectos de estos factores terminadores
de la dormicion (Benech-Arnold et al., 2000). Por ejemplo, en el caso de semillas que
requieren del estimulo luminico para terminar la dormicion, Derkx y Karssen (1994)
observaron que la dindmica de los cambios en el nivel de dormicidon en semillas de
Arabidopsis thaliana L. exhumadas del campo, se correlacionaban con los cambios
observados en la sensibilidad a la luz de la poblacion de semillas; la sensibilidad
aumentaba cuando la poblacién salia de la dormicion y disminuia cuando aumentaba el
nivel de dormicion. En forma analoga, para el caso de semillas que requirieren de
fluctuaciones de temperatura para terminar la dormicion, Benech-Arnold et al., (1990a,
b) mostraron que el tamano de la fraccion de la poblacion de semillas de Sorghum
halepense L. que responde al efecto estimulante de las fluctuaciones de temperatura
aumentaba como consecuencia de un periodo de entierro bajo temperaturas invernales.
Benech-Arnold et al., (1990a, b) observaron que ese incremento, también se encontraba
acompanado por cambios en el nimero y en la amplitud de los ciclos de temperaturas
fluctuantes requeridos para terminar la dormicion. Por ejemplo, semillas de S. halepense
que habian transcurrido un invierno enterradas en el suelo, requerian exposiciones a un
menor numero de ciclos de temperaturas alternadas para terminar la dormicion, y
adquirian la capacidad de responder a ciclos de menor amplitud térmica.

En condiciones de campo las semillas estdn expuestas constantemente a los
efectos de diferentes condiciones de luz y fluctuaciones diarias de temperatura (Jensen,
1995; Batlla et al., 2000; Batlla et al., 2003). Debido a ello, el porcentaje final de semillas
que emergerd en un tiempo dado, sera el resultado de la fraccion de la poblacion que
pueda germinar a la temperatura prevaleciente en el suelo, mas la fraccion que pueda ser
liberada de la dormicion debido al efecto del régimen prevaleciente de fluctuacion
térmica o la sensibilidad que puedan presentar a la luz. Batlla y Benech-Arnold (2005) y
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Batlla et al. (2003) desarrollaron modelos que permiten cuantificar esos cambios en la
sensibilidad que presentan las semillas a la luz y las temperaturas alternadas durante la
salida de la dormicion primaria en semillas de Polygonum aviculare. Estos autores se
basaron en el indice de tiempo térmico de estratificacion (Si) (Batlla y Benech-Arnold,
2003) cuyo valor acumulado como resultado de temperaturas invernales por debajo del
umbral (i.e. 17 °C) se pudo relacionar con cambios en la sensibilidad a la luz de acuerdo
con la temperatura experimentada por las semillas enterradas en el suelo. Andlogamente,
Batlla et al. (2003) desarrollaron un modelo capaz de predecir la fraccion de semillas a
germinar en funcion del numero de ciclos de temperaturas alternadas experimentados y
del nivel de dormicién alcanzado durante el proceso de salida de la dormicion primaria.
Sin embargo, se desconoce como cambia la sensibilidad a la luz y a los ciclos de
temperaturas alternadas durante la induccion en dormicion secundaria, ni se han
establecido aln relaciones cuantitativas como en el caso de la salida de la dormicion
primaria. La cuantificacion de los cambios en la respuesta de las semillas a estos factores
ambientales terminadores de la dormicion durante la entrada en dormicién secundaria y
la inclusion de los mismos en un modelo que contemple una simulacion ciclica de los
cambios en el nivel de dormicidn, podrian conducir a una prediccion mas ajustada del
patrén de emergencia en condiciones de campo.

En el presente capitulo, se presentan resultados de experimentos llevados a cabo
con el fin de determinar en forma cuantitativa el efecto de las temperaturas que inducen
en dormicidn secundaria sobre los cambios en la sensibilidad a la luz y a los ciclos de
fluctuaciones de temperatura en semillas de Polygonum aviculare.

4.2 Materiales y métodos
4.2.1 Recoleccion y preparacion del material vegetal

La metodologia empleada fue descrita en el Capitulo 2 (ver “Materiales y métodos,
recoleccion y preparacion del material vegetal”).

4.2.2 Salida de la dormicion primaria
La metodologia empleada fue descrita en el Capitulo 2 (ver “Materiales y métodos, Salida
de la dormicion primaria™).

4.2.3 Induccion en dormicion secundaria

Grupos de semillas fueron dispuestas en bolsas de malla de nylon y enterradas en
macetas que contenian un sustrato himedo (tierra, arena y vermiculita) y almacenadas a
5 °C durante 125 dias (de manera tal de acumular1500 °Cd, de acuerdo con la ecuacion
4.1 y lograr un bajo nivel de dormicion). Luego, estas semillas estratificadas y que habian
alcanzado un nivel de dormicion bajo fueron expuestas a diferentes temperaturas que
inducen en dormicion secundaria (10, 15, 20, 25 °C) por diferentes tiempos (10 °C = 0,
7,12,16,26 y 36 dias; 15°C =0, 6, 11, 18, 25, 32 dias; 20°C =0, 2, 4, 8, 10, 12 y 25 °C
=0,1,3,5,7,9). Alos diferentes intervalos de tiempo durante la induccidén en dormicion
secundaria, cuatro bolsas de malla de nylon que contenian las semillas (cuatro
repeticiones), fueron exhumadas de las macetas colocadas a cada una de las temperaturas
y expuestas a las condiciones de los experimentos 1 y 2 explicados mas abajo. Durante el
tiempo de induccion en dormicidn secundaria, la temperatura del suelo en las macetas se
registré en forma horaria utilizando sensores de temperatura (RC-30B, Temperature
Data-Logger, Schwyz).
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4.2.4 Experimento 1. Cambios en la sensibilidad a la luz durante la entrada en
dormicion secundaria

4.2.4.1 Test de germinacion

Para caracterizar los cambios en el nivel de dormicion a partir de cambios en la
sensibilidad a la luz durante la entrada en dormicion secundaria, las semillas exhumadas
durante la salida de la dormicion primaria y la entrada en dormicidon secundaria fueron
dispuestas en cajas de Petri, con doble papel de filtro y 5 ml de agua destilada. Luego, las
cajas de Petri conteniendo las semillas fueron expuestas a distintos tratamientos
luminicos que determinan diferentes proporciones de fitocromo activo (Pfr/Pt) segin
Batlla y Benech-Arnold (2005). Los tratamientos luminicos se describen a continuacion:

Tratamientos luminicos:

Pft/Pt = 76%: 60 minutos de exposicion a luz roja de una intensidad de 28 umol m™s™
(LFR).

(2) Pfr/Pt = 3%: 20 minutos de exposicion a luz rojo lejano de una intensidad de 32 umol
m™ s (VLFR).

(3) Pft/Pt = 7.6x10*%: 10 segundos a luz rojo lejano con una intensidad de 0.7 umol m"
251 (VLFR).

(4) Oscuridad: en este tratamiento, 4 repeticiones envueltas en bolsas oscuras fueron
expuestas al tratamiento 1 (60 min bajo luz roja).

La luz roja fue proporcionada por tubos fluorescentes de 40W (Philips 40/15,
Alemania) en combinacion con un filtro de agua y filtros de acetato rojo (La casa del
acetato, Buenos Aires, Argentina). La luz roja lejana fue proporcionada por una lampara
reflectora incandescente de 150 W (Phillips R95, Buenos Aires, Argentina) en
combinacion con un filtro de agua y un filtro RG9 (Schott, Mainz, Alemania). En el
tratamiento 3 (7.6x10 Pfi/Pt), la tasa de fluencia de la lAmpara incandescente se redujo
mediante un redstato para obtener un flujo de fotones mas bajo. Durante la exposicion de
las semillas a los tratamientos de luz, la temperatura en los gabinetes se mantuvo en 17
°C (cuarto oscuro controlado con aire acondicionado).

Luego de la exposicion a los distintos tratamientos luminicos, las cajas de Petri
fueron envueltas en bolsas opacas y fueron dispuestas en una camara de temperatura
constante de 15 °C. Luego de 15 dias de incubacion a 15 °C se realizo el conteo de las
semillas germinadas para cada tratamiento. El criterio para registrar germinacion fue el
crecimiento radicular de més de 2 mm y las semillas germinadas fueron retiradas después
de cada conteo. Las exhumaciones y el acondicionamiento de las semillas
correspondientes al tratamiento 1, 2 y 3 se realizaron bajo luz verde muy tenue (luz
proporcionada de un tubo fluorescente filtrada por filtros verdes, La Casa del Acetato,
Buenos Aires, Argentina). La temperatura en cada camara fue registrada cada hora
durante el tiempo de incubacion por medio de sensores de temperatura (RC — 30B
Temperature Data-Logger, Schwyz).

4.2.4.2 Desarrollo del modelo

El objetivo fue establecer relaciones funcionales entre los cambios en la
sensibilidad a la luz durante la entrada en dormicién secundaria de la poblacion de
semillas y la temperatura a la cual son inducidas en dormicidén secundaria. Teniendo en
cuenta que la sensibilidad a la luz se encuentra relacionada con el nivel de dormicion que
presente la poblacion de semillas, y que la tasa de entrada en dormicion secundaria es
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mayor cuando mas alta es la temperatura de exposicion por encima de una temperatura
umbral, se utiliz6 el indice de tiempo térmico de induccién en dormicion (Dly)
desarrollado en el Capitulo 2 (ecuacion 2.7) para cuantificar el efecto de la temperatura
sobre los cambios en la sensibilidad a la luz durante la inducciéon en dormicion
secundaria. El mismo se basa en la acumulacion de unidades de tiempo térmico por
encima de una temperatura umbral a partir de la cual la entrada en dormicion secundaria
tiene lugar, y permite cuantificar el efecto del tiempo de exposicion y las temperaturas
sobre el nivel de dormicion de la poblacion de semillas utilizando la siguiente funcion:

DI = Dias * (Ts —Tupi) Ecuacion (4.1)
donde DI es el tiempo térmico de induccioén en dormicion (°Cd), Tupr es la temperatura
umbral para la induccion en dormicién secundaria (7,9 °C, temperatura a la cual o por
debajo de la cual la induccion en dormicion no se produce) y 75 es la temperatura media
diaria de almacenamiento. La temperatura umbral de entrada en dormicion secundaria
para P. aviculare fue determinada previamente en el Capitulo 2.

El desarrollo del modelo se baso en los siguientes pasos:

1) Determinar la respuesta a los diferentes tratamientos luminicos, medida como
porcentaje de germinacion, para semillas exhumadas durante la induccion en
dormicion secundaria a las siguientes temperaturas: 10, 15, 20 y 25 °C.

2) Obtener ecuaciones que permitan relacionar los cambios observados en la
respuesta a los distintos tratamientos luminicos con la acumulacion de unidades
de DIyt durante la induccién en dormicion secundaria.

3) Utilizar las ecuaciones derivadas en (2) para predecir la respuesta a los diferentes
tratamientos en funcion de la acumulacion de unidades de DIy, y validar el modelo
con datos independientes obtenidos a campo.

4.2.4.3 Evaluacion del modelo

Para evaluar el comportamiento del modelo se utilizaron datos de un experimento
realizado en el campo durante el afio 2016 (otofio, invierno y primavera). El mismo, fue
desarrollado siguiendo una metodologia similar a la desarrollada en el Capitulo 3 para el
experimento de campo (ver seccion “Evaluacion del modelo”). En este experimento, las
semillas fueron enterradas en el suelo y exhumadas cada 20 dias aprox. (abril —noviembre
2016) y fueron expuestas a los diferentes ““ Tratamientos luminicos™ 1,2, 3 y 4 detallados
anteriormente.

4.2.5 Experimento 2. Cambios en la sensibilidad a las temperaturas alternadas durante
la entrada en dormicion secundaria

4.2.5.1 Test de germinacion

Para caracterizar los cambios en la sensibilidad a las temperaturas alternadas
durante la induccion en dormicién secundaria, las semillas exhumadas durante la salida
de la dormicion primaria e induccion en dormicion secundaria fueron colocadas en cajas
de Petri con doble papel de filtro y 5ml agua destilada. Luego, fueron expuestas a un
pulso saturante de luz roja durante 20 minutos (Ver tratamiento luminico 1, en
Experimento 1) y después a diferente numero de ciclos (0, 1, 3, 5 o 15) de un régimen
de temperaturas fluctuantes 10/24 °C (12/12 h). Con nimero de ciclos, se hace referencia
a la cantidad de dias que las semillas fueron expuestas a la alternancia de temperaturas
dentro de un intervalo de 15 dias. Luego de la exposicion al nimero correspondiente de
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ciclos, las semillas fueron incubadas en una cadmara de germinacidon a temperatura
constante de 15 °C por otros 15 dias. El tratamiento de 0 ciclos corresponde a semillas
incubadas a una temperatura constante de 15 °C durante 15 dias. El nimero final de
semillas germinadas fue determinado al finalizar cada tratamiento de incubacion
(exposicion al numero correspondiente de ciclos + 15 dias a una temperatura constante
de 15 °C). Los cambios en el porcentaje de germinacion en funcidén del numero de ciclos
durante la induccion en dormicién secundaria fueron ajustados con la siguiente ecuacion
propuesta por Batlla et al. (2003):

G,=Ce1—-—exp (-K*N)+ Go Ecuacion (4.2)
donde G, es el porcentaje de germinacion obtenido después de NV ciclos de fluctuacion de
temperatura (10/24 °C), C es la diferencia entre el porcentaje de geminacion obtenido con
0 ciclos = (i.e. 15 °C constante) y N ciclos, K es el efecto del numero de ciclos (V) sobre
la germinacion de las semillas determinada por la pendiente de la curva de respuesta, N
es el nimero de ciclos y Go es el porcentaje de germinacion obtenido para semillas
incubadas a temperatura constante (0 ciclos).

4.2.5.2 Desarrollo del modelo

El objetivo fue establecer relaciones funcionales entre los cambios en la
sensibilidad de la poblacion de semillas al estimulo de los ciclos de fluctuacion de
temperatura, y la entrada en dormicion secundaria en funcioén de las temperaturas que
inducen dormicion secundaria segln el régimen térmico de exposicion (10, 15, 20 y 25
°C). En funcion de lo expuesto anteriormente, se utilizo el indice de tiempo térmico de
induccidn en dormicion (DIy) desarrollado en el Capitulo 2 (ecuacion 2.7) y la ecuacion
(4.1) en este Capitulo para cuantificar el efecto de la temperatura sobre los cambios en la
sensibilidad a las temperaturas alternadas durante la induccion en dormicioén secundaria.

El desarrollo del modelo se baso en los siguientes pasos:

1) Ajustar funciones que describan la respuesta de las semillas a los ciclos de
fluctuaciones de temperatura en funcion de los datos de germinacion obtenidos para
diferentes intervalos de unidades de DI acumuladas durante la induccién en
dormicion secundaria. Para ello, se utilizaron los valores de germinacién obtenidos
en respuesta al nimero de ciclos de temperatura fluctuante en los test de germinacion,
para semillas que acumularon valores similares de DIy durante la induccién en
dormicion secundaria. Esos valores fueron promediados y ajustados usando una unica
funcion (ecuacion 4.2).

2) Derivar ecuaciones que relacionen cambios progresivos en los parametros de las
funciones ajustadas en (1) (parametros C'y K de la ecuacion 4.2) con la acumulacion
de unidades de DIy durante la entrada en dormicidn secundaria.

3) Usando las ecuaciones derivadas en (2), predecir cambios en los parametros de las
curvas de respuesta para semillas enterradas en el campo y bajo condiciones
ambientales controladas.

4) Utilizar los valores predichos en (3) para simular los porcentajes de germinacion en
funcion del numero de ciclos de fluctuaciones de temperatura, y comparar los
resultados con datos independientes.

4.2.5.3 Evaluacion del modelo
Para evaluar el comportamiento del modelo se utilizaron datos de un experimento
realizado en el campo durante el afio 2016 (otofio, invierno y primavera). El mismo fue
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desarrollado siguiendo una metodologia similar a la desarrollada en el Capitulo 3 para el
experimento de campo (ver seccion “Evaluacion del modelo™). En este experimento, las
semillas fueron enterradas en el campo y fueron exhumadas cada 20 dias aprox. (abril —
noviembre, 2016) y fueron expuestas a diferentes nimeros de ciclos (0, 5, 10 y 15) a un
régimen de temperaturas fluctuantes 10/24 °C (12/12 h) y a un régimen de temperaturas
constantes (15 °C), como fue explicado en la seccion “Test de germinacion”.

4.3 Resultados

4.3.1 Cambios en la sensibilidad a la luz durante la salida y la entrada en dormicion
secundaria

Al inicio de los experimentos las semillas recién dispersadas fueron expuestas a
los distintos tratamientos luminicos (Pfi/Pt: 76, 3, 7.6x10*% y oscuridad) para verificar
el nivel de dormicion inicial de la poblacion. La poblacion mostréo un alto nivel de
dormicién por los valores casi nulos de germinacion obtenidos (germinacion LFR <2%,
VLFR 0% y oscuridad 0%). La dindmica de los cambios en los porcentajes de
germinacion durante la salida de la dormicion primaria en funcidén de la acumulacion de
St (500, 1000 y 1500 °Cd) a 5 °C pudo ser adecuadamente descrita utilizando los modelos
tri-lineales desarrollados por Batlla y Benech-Arnold (2005) para predecir los cambios en
la sensibilidad a la luz durante la salida de la dormicién en semillas de P. aviculare (Fig.
4.1). Los porcentajes de germinacion simulados para cada tiempo de Si fueron
adecuadamente ajustados por los modelos, esto permitié calcular la fracciéon de la
poblacion capaz de germinar de acuerdo a los modos de respuesta LFR, VLFR y
oscuridad.
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Figura 4.1 Porcentajes de germinacion observados y simulados para las semillas de P. aviculare durante la
salida de la dormicién primaria en relacion con la acumulaciéon de unidades de tiempo térmico de
estratificacion (Sy = 0, 500, 1000 y 1500 °Cd) (Batlla y Benech-Arnold, 2003). Los simbolos representan
los porcentajes de germinacion observados para las semillas estratificadas a 5 °C, expuestas a los diferentes
tratamientos luminicos de Pfi/Pt: 76% (circulos); 3% cuadrados); 7.6x104% (tridngulos); y para semillas
mantenidas en oscuridad (tridngulos invertidos). Las lineas representan valores simulados para Pfr/Pt de
76% (linea continua), 3% y 7.6x10%% (linea punteada) y semillas mantenidas en oscuridad (linea
discontinua). Los modelos presentaron los siguientes R%: Pfr/Pt de 76% = 0,91, Pfr/Pt de 3% y 7.6x10%%
= 0,97 y OSC (oscuridad) = 0,92. Las barras verticales indican el error estandar (+SE) y donde no se
muestran barras, el SE de la media es menor que el tamafio del simbolo.
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Estos resultados muestran que a medida que se acumulan unidades de S, el nivel
de dormicién disminuye y la sensibilidad de las semillas a la luz evaluada a partir de cada
uno de los tratamientos, se incrementa. No obstante, la dinamica de estos cambios en la
sensibilidad a la luz es diferente dependiendo de cudntas unidades de Sy se acumulan y el
tipo de tratamiento al que fueron expuestas las semillas (Fig. 4.1). Al final del proceso de
estratificacion (Si =1500 °Cd), la poblaciéon mostré un bajo nivel de dormicién y un
incremento en la respuesta germinativa de las semillas para valores de Pfr/Pt 76% (G% =
65%), mientras que para valores de Pfr/Pt de 3 y 7.6x10%% los incrementos fueron
relativamente menores (G% = 25% y 24%, respectivamente). Finalmente, para el
tratamiento de oscuridad se obtuvo un porcentaje final de germinacion de 15%.
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Figura 4.2 Porcentajes de germinacion obtenidos a 15 °C en semillas de P. aviculare en respuesta a
diferentes foto-equilibrios: Pft/Pt: 76% (a); 3% (b); 7.6x10%% (c); y para las semillas mantenidas en la
oscuridad (d), en relacion con el tiempo de induccion en dormicion secundaria a las siguientes temperaturas:
10 °C (circulos); 15 °C (cuadrados); 20 °C (triangulos) y 25 °C (tridngulos invertidos). Las barras verticales
indican el error estandar (+SE) y donde no se muestran barras, el valor del SE de la media es menor que el
tamaiio del simbolo.

La dindmica de los cambios en los porcentajes de germinaciéon durante la
induccion en dormicion secundaria mostré una disminucion en la sensibilidad a la luz en
cada uno de los tratamientos (Pft/Pt = 76, 3, 7.6x10*% y oscuridad) durante los primeros
dias de induccion en dormicion secundaria (0 — 6 dias). No obstante, la dinamica de estos
cambios en la sensibilidad a los distintos tratamientos luminicos fue diferente
dependiendo de la temperatura a la cual fueron expuestas las semillas durante la entrada
en dormicidn secundaria (Fig. 4.2 a, b, ¢ y d). Por ejemplo, cuando las semillas fueron
expuestas a 25 °C la germinacion se redujo de 65% a 33% para el dia 1. Luego, al dia 3,
¢ésta se redujo de 33% a 16% y finalmente el dia 7 se obtuvo un 2% de germinacion (Fig.
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4.2 a, b, ¢ y d). Este comportamiento confirma que las semillas son muy sensibles a la
exposicion a altas temperaturas, incrementando rapidamente el nivel de dormicion vy,
concomitantemente, disminuyendo la sensibilidad de las semillas a la luz. Un
comportamiento similar se pudo observar para semillas expuestas a 20 °C. Sin embargo,
en semillas expuestas a 10 y 15 °C el comportamiento fue algo diferente. Semillas
expuestas a 10 °C mostraron una respuesta similar a la encontrada en el Capitulo 2:
durante los primeros 11 dias fueron lentamente inducidas en dormicidén secundaria; a
partir de los 11 dias y hasta los 26 el nivel de dormicion no se vio modificado (i.e. 10 °C
es una temperatura donde ambos procesos ocurren simultaneamente; salida de la
dormicién primaria e inducciéon en dormicidén secundaria y el proceso dominante
dependera del nivel de dormicion que presente la poblacion de semillas y de la
temperatura prevaleciente, ver Capitulo 2).

Finalmente, para semillas expuestas a 15 °C la velocidad de entrada en dormicion
secundaria fue intermedia entre la observada para las semillas expuestas a 10 y la
detectada para semillas expuestas a 25 °C, debido a que, por encima de los 10 °C, el
proceso de entrada en dormicion secundaria predomina casi completamente por sobre el
de salida de la dormicidn, pero ocurre a una tasa mas lenta, como fue demostrado en el
Capitulo 2. Estos resultados muestran que semillas expuestas a altas temperaturas (20 y
25 °C) son inducidas en dormicion secundaria con una tasa mayor, lo que fue determinante
para que la sensibilidad a la luz también haya disminuido rapidamente (Fig. 4.2 a, b).
Contrariamente, para semillas expuestas a 10 y 15 °C, la tasa de induccidon en dormicion
secundaria y, en forma concomitante, la pérdida de la sensibilidad a la luz, fue mas lenta
(Fig. 4.2 c, d).

4.3.1.1 Desarrollo del modelo

Con el proposito de predecir qué porcentaje de la poblacion del banco de semillas
germinaria en los diferentes escenarios planteados anteriormente, se desarrollé un modelo
que considera los cambios en la sensibilidad a la luz de la poblacién de semillas en
funcion de la temperatura experimentada durante la induccion en dormicion secundaria
en semillas de P. aviculare. Para ello, los porcentajes de germinacion de semillas
expuestas a las temperaturas que inducen en dormicion secundaria (10, 15,20y 25°C) y
expuestas a los tratamientos luminicos que establecen valores de Pfr/Pt de 76% (situacion
a), 3y 7.6x10™*% (situacion b y c), y semillas dispuestas en oscuridad (situacién c), fueron
graficados en funcion del tiempo térmico de induccion en dormicion secundaria (Dly),
previamente utilizado para predecir cambios en la temperatura del limite inferior (71(s0))
en el Capitulo 2 y predecir los cambios en la 7is0)en funcion de la disponibilidad hidrica
en el Capitulo 3. Los resultados obtenidos para cada situaciéon (a, b y c), se pueden
apreciar en la figura 4.3 (a, b y ¢).

En todas las situaciones (tratamientos luminicos), se observd una adecuada
correlacion entre los cambios observados en la respuesta a los diferentes tratamientos para
semillas expuestas a temperaturas que inducen en dormicion secundaria, y la acumulacion
de DIy La dinamica de los cambios en el porcentaje de germinacion en funcion de la
acumulacion de DIy, pudo ser adecuadamente descrita ajustando modelos bi-lineales para
las tres situaciones, donde se puede diferenciar una primera fase que disminuye
linealmente a partir del maximo valor obtenido para una poblacién con minimo nivel de
dormicion, y luego una segunda fase de respuesta méxima para la entrada en dormicién
secundaria. Para semillas con un Pft/Pt calculado de 76% (caso a), se determind una fase
inicial a partir de la cual se observd una disminucion al estimulo luminico a todas las
temperaturas (Fig. 4.3 a). En la medida en que se acumulaban unidades de DIy, la fraccion
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de la poblaciéon capaz de germinar fue menos sensible al estimulo luminico, hasta un
punto donde la poblacion fue insensible (DI = 103,6 °Cd). Este mismo patréon de
respuesta fue observado para las semillas expuestas a los tratamientos luminicos 2, 3 y 4
(situaciones b, ¢ y d), donde acumularon similares unidades térmicas en °Cd (i.e. situacion
byc=103,7 °Cd y situacion d = 100,9 °Cd) para presentar valores nulos de germinacion.
La dinamica del porcentaje de germinacion (G) para semillas expuestas a las diferentes
condiciones luminicas en funcién de las unidades acumuladas de DI fue descrita
mediante los siguientes modelos bi-lineales:

(1) Pft/Pt = 76%:

G% =-0,48 » (DIt — 103,6) si (0 >DI< 103,6) (Ecuacion 4.3)
G% =0 s1 (DIy=>103,6) (Ecuacion 4.4)

(2) Pft/Pt = 3% y 7.6x107%:
G% =-0,19 (DIt — 103,7) si (0 >DIx< 103,7) (Ecuacion 4.5)
G%= 0 si (DIy=>103,7) (Ecuacion 4. 6)

(3) Oscuridad:

G% =-0,12 » (DIt — 100,9) si (0 >DI+< 100,9) (Ecuacion 4.7)
G%= 0 si (DI =>100,9) (Ecuacion 4.8)

Para semillas con Pfi/Pt calculados de 3 y 7.6x107% se observé una dindmica similar de
cambios en el porcentaje de germinacion. En todos los tratamientos las semillas
acumularon valores similares de DI ((1) = 103,6 °Cd, (2 y 3) = 103,7 y (4) = 100,9)
indicando que alrededor de esos valores se completa el proceso de entrada en dormicion
secundaria.

4.3.1.2 Evaluacion del modelo

La performance del modelo que predice los cambios en la sensibilidad a la luz
durante la induccion en dormicion secundaria se evalué con datos independientes
obtenidos a campo (abril — noviembre, 2016). Estos cambios en la sensibilidad a la luz
fueron estimados de acuerdo a los °Cd acumulados en funcién de la temperatura del suelo,
dependiendo de cual modelo acumul6 mas °Cd (S, o DIy). Los cambios en la sensibilidad
a la luz durante la salida de la dormicion primaria estuvieron asociados con la
acumulacion de Sy, cada vez que la temperatura media diaria registrada a 5 cm de
profundidad se encontrd por debajo de 17 °C (Batlla y Benech-Arnold, 2003). En cambio,
durante la induccion en dormicion secundaria estuvieron asociados con la acumulacion
de DI cada vez que la temperatura media diaria registrada a 5 cm de profundidad se
encontro por encima de 7,9 °C (Capitulo 2).

El modelo mostré una adecuada descripcion de los cambios en la sensibilidad a la
luz de la poblacion de semillas en funcion de la acumulacion de Sy y DI segin la
temperatura que experimentaron las semillas enterradas en el suelo (ecuaciones 4.1, 4.3,
4.4,4.5,4.6 y4.7y4.8), simulando adecuadamente como las diferentes fracciones de la
poblacion responden al LFR, al VLFR, y a la oscuridad durante la salida y entrada en
dormicion secundaria. Por otro lado, el modelo también fue capaz de predecir
adecuadamente el momento en el cual las semillas adquirieron los diferentes tipos de
respuestas en relacion con la acumulacion de Sy durante la salida de la dormicion primaria
(modelo desarrollado por Batlla y Benech-Arnold, 2005) y la acumulacion de DIy (indice
propuesto en el Capitulo 2). Sin embargo, los modelos subestimaron levemente el
porcentaje de la poblacion que presentd respuestas del tipo VLFR y germinacién en
oscuridad para semillas exhumadas alrededor del 20/08/16. En general, los modelos



70

lograron simular adecuadamente la fraccion de la poblacion capaz de germinar en cada
una de las condiciones en funcion de la temperatura que experimentaron las semillas
enterradas en el suelo (Fig. 4.4).
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Figura 4.3 Porcentaje de germinacion para semillas de P. aviculare en relacion con el tiempo térmico de
induccion en dormicion (D) (indice desarrollado en el Capitulo 2) para semillas expuestas a 10 °C
(circulos), 15 °C (cuadrados), 20 °C (triangulos) y 25 °C (triangulos invertidos) en respuesta a diferentes
tratamientos de luz: (a) tratamiento 1: Pfr/Pt = 76%; (b) tratamiento 2: Pfr/Pt = 3% (simbolos abiertos) y
tratamiento 3: Pfi/Pt = 7.6x10%% (simbolos cerrados) y (c¢) tratamiento 4: Semillas mantenidas en la
oscuridad. Las lineas continuas en los paneles (a — ¢) corresponden al ajuste de los modelos bi-lineales con
R?>=0,82, 0,70 y 0,78, respectivamente. Las lineas punteadas verticales indican que por encima de los DIy=
100 °Cd, no hay mas entrada en dormicion (dormicidén absoluta). Las barras verticales indican el error
estandar (+SE) y donde no se muestran barras, el valor del SE de la media es menor que el tamafio del
simbolo.
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Figura 4.4 Porcentajes de germinacion observados y simulados para semillas de P. aviculare en funcion
de la acumulacion de tiempo térmico de estratificacion (Sy) durante la salida de la dormicién primaria
(modelo desarrollado por Batlla y Benech-Arnold, 2005) y tiempo térmico de induccion en dormicion (Dly)
durante la entrada en dormicién secundaria (indice desarrollado en el Capitulo 2) para semillas enterradas
en el suelo. La linea punteada vertical indica fin de salida/inicio de entrada en dormicion. Los simbolos
representan los porcentajes de germinacion observados para semillas enterradas en el campo (otofio,
invierno y principios de primavera) expuestas a los siguientes tratamientos: (1) Pft/Pt =76% (circulos); (2)
Pfr/Pt = 3% (cuadrados) y (3) semillas mantenidas en la oscuridad (tridngulos). La linea roja llena
representa la germinacion predicha por la simulacion para valores de Pft/Pt de 76%, 3% (linea punteada)
y oscuridad (linea punteada negra) en funcion de las unidades térmicas acumuladas para Sy y DIy. Los
porcentajes de germinacion predichos fueron simulados utilizando las ecuaciones (4.1, 4.3 — 4.8), en
funcion de la temperatura experimentada por las semillas en el campo. Las barras verticales indican el error
estandar (£SE) y donde no se muestran barras, ¢l SE de la media es menor que el tamafio del simbolo.

4.3.2 Cambios en la sensibilidad a las temperaturas alternadas durante la salida y
entrada en dormicion secundaria

Al inicio de los experimentos, las semillas recién dispersadas fueron expuestas a
diferente numero de ciclos (0, 1, 3, 5 y 15 ciclos) de temperaturas alternadas (10/24 °C de
12/12 hs) para verificar el nivel de dormicion inicial de la poblacion. Los resultados
mostraron valores de germinacion muy bajos (germinacién observada <2%), lo cual
indic6 una muy baja o casi nula sensibilidad de la poblacion de semillas recién
dispersadas al efecto de las temperaturas fluctuantes (semillas con un alto nivel de
dormicion) (Fig. 4.5 a).

La respuesta en términos de porcentajes de germinacion para la poblacion de
semillas de P. aviculare en relacion al numero de ciclos de temperaturas fluctuantes
aumento6 a medida que las semillas salian de la dormicion. La fraccion de la poblacion de
semillas capaz de germinar a temperatura constante (15 °C) también aumento, y se
observé una progresiva disminucion en el numero de ciclos de temperaturas fluctuantes
requeridos para saturar la respuesta germinativa de la poblacion de semillas (Fig. 4.5 b, ¢
y d). Al final del periodo de estratificacion (=1500 °Cd), se obtuvieron altos porcentajes
de germinacidn a una temperatura de 15 °C constante y el efecto de los ciclos sobre la
respuesta germinativa fue minima (Fig. 4.5).
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Figura 4.5 Curvas de respuesta de la germinacion de semillas de P. aviculare a un nimero creciente de
ciclos de un régimen fluctuante de temperatura de 10/24 °C (12/12 hs). Los paneles corresponden a semillas
exhumadas durante diferentes tiempos de Sy ((a) 0, (b) 500, (c) 1000 y (d) 1500 °Cd) estratificadas a 5 °C
(Batlla y Benech-Arnold, 2003). Las semillas exhumadas fueron expuestas a 0, 1, 3, 5 o 15 ciclos de
10/24 °C previo a ser incubadas por 15 dias a una temperatura constante de 15 °C. 0 ciclos corresponde a
semillas incubadas por 15 dias a una temperatura constante de 15 °C. Las lineas llenas corresponden al
ajuste de la siguiente ecuacion: Yx = C ¢ (1 —exp (-K * X)) + Yo. Yo, es el valor Y cuando X (tiempo) es
cero. Plateau, es el valor Y en infinitos momentos, expresado en las mismas unidades que Y. K, es la
constante de velocidad, expresada en reciproco de las unidades de tiempo del eje X. C, es la diferencia entre
Yo y Plateau, expresada en las mismas unidades que sus valores Y. X, es el tiempo térmico de estratificacion
(Sw). Las barras verticales indican el error estandar (+SE). En los casos donde no se observa la barra de
error es porque el SE es menor que el simbolo.

La dindmica de los cambios en los porcentajes de germinacion obtenidos en cada
tratamiento de ciclos de temperaturas alternadas en funcion de la acumulacion de S (500,
1000 y 1500 °Cd) a 5 °C, pudo ser adecuadamente descrita utilizando el modelo
desarrollado por Batlla et al. (2003), como se muestra en la figura (4.6). Los porcentajes
de germinacion simulados para cada tiempo de Sy fueron adecuadamente descriptos por
el modelo, lo que permitié calcular la fraccion de la poblacion capaz de germinar en
respuesta a la exposicion a un niimero creciente de ciclos de temperaturas alternadas (Fig.
4.6). A medida que las semillas acumulaban Sy, se requirieron menos ciclos de
temperaturas fluctuantes para obtener maximos porcentajes finales de germinacion (Fig.
4.5b,cyd).
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Figura 4.6 Porcentajes de germinacion simulados predichos (lineas) y observados (simbolos vacios) de
semillas de P. aviculare expuestas a 0, 1, 3, 5 y 15 ciclos de 10/24 °C (12/12 hs) en relacién al tiempo
térmico de estratificacion (Sy) acumulado durante la salida de la dormicién primaria. Los datos
corresponden a semillas estratificadas a 5 °C en condiciones controladas. Los porcentajes de germinacion
fueron simulados utilizando las ecuaciones derivadas por Batlla et al. (2003) en relacion a los valores
acumulados de Si. Las lineas corresponden a la ecuacion: Yx = C ¢ (1 —exp (-K * X)) + Yo, ajustada a los
datos simulados (simbolos llenos) (R? = 0,85), cada linea corresponde un niimero de ciclos (1 ciclo = linea
continua - punteada, 3 ciclos = linea punteada, 5 ciclos = linea continua y 15 ciclos = linea llena). Yo, es el
valor Y cuando X (tiempo) es cero. Plateau, es el valor Y en infinitos momentos, expresado en las mismas
unidades que Y. K, es la constante de velocidad, expresada en reciproco de las unidades de tiempo del eje
X. C, es la diferencia entre Yo y Plateau, expresada en las mismas unidades que sus valores Y. X, es el
tiempo térmico de estratificacion (Si) Las barras verticales indican el error estandar (+£SE) de los datos
obtenidos en forma experimental. En los casos donde no se observa la barra de error es porque el SE es
menor que el simbolo.

La dinamica de las modificaciones en los porcentajes de germinacion en relacion
al niimero de ciclos de temperaturas alternadas cambi6 de direccion cuando las semillas
fueron inducidas en dormicion secundaria. Esta dindmica fue diferente dependiendo de la
temperatura de induccion a la cual fueron expuestas las semillas (i.e 10, 15, 20 y 25 °C).
Como resultado de la exposicion a estas temperaturas se vio afectado el tamafio de la
fraccion de semillas capaz de germinar a temperaturas constantes (15 °C) y la sensibilidad
a las temperaturas alternadas: las semillas requirieron cada vez mas ciclos para saturar la
respuesta germinativa a medida que el nivel de dormicion se incremento (Figs. 4.7 - 4.10).
Por ejemplo, cuando las semillas fueron expuestas a 25 °C, los porcentajes de germinacion
a temperatura constante (15 °C) disminuyeron de 58% (dia 0 de induccion) a 46% (dia 3
de induccion) y para el dia 7 alcanz6 a germinar solo un 7%; a partir del dia 7 y hasta el
dia 16, la germinacion fue 0% (Fig. 4.10 a, b, c, d, e y f). Simultdneamente, el
requerimiento de ciclos de temperatura fluctuante aumenté gradualmente a medida que
las semillas eran inducidas en dormicidn secundaria hasta los 7 dias, mostrando mayores
porcentajes de germinacion a mayor niimero de ciclos (i.e. a 3, 5 y 15 ciclos) (Fig. 4.10
a, b, c y d). Después de los 7 dias de exposicion y hasta los 16 dias, la sensibilidad a las
temperaturas alternadas disminuyd casi por completo (sin cambios en el porcentaje de
germinacion ante el aumento de los ciclos) (Fig. 4.10 e, f).
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Figura 4.7 Curvas de respuesta de la germinacion de semillas de P. aviculare a un nimero creciente de
ciclos de un régimen fluctuante de temperatura de 10/24 °C (12/12 hs). Los paneles corresponden a semillas
exhumadas luego de diferentes dias durante la inducciéon en dormicidon secundaria a una temperatura de
10 °C: a = 0 dias, b = 6 dias, ¢ = 11 dias, d = 16 dias, e = 26 dias y f = 36 dias. Las semillas exhumadas
fueron expuestas a 0, 1, 3, 5 o 15 ciclos de 10/24 °C, previo a ser incubadas por 15 dias a una temperatura
constante de 15 °C. 0 ciclos corresponde a semillas incubadas por 15 dias a una temperatura constante de
15 °C. Las lineas llenas corresponden al ajuste de la siguiente ecuacion: Yx = C « (1 —exp (-K * X)) + Y.
Yo, es el valor Y cuando X (tiempo) es cero. Plateau, es el valor Y en infinitos momentos, expresado en las
mismas unidades que Y. K, es la constante de velocidad, expresada en reciproco de las unidades de tiempo
del eje X. C, es la diferencia entre Yy y Plateau, expresada en las mismas unidades que sus valores Y. X, es
el tiempo térmico de induccion en dormicion (DIy). Las barras verticales indican el error estandar (+SE).
En los casos donde no se observa la barra de error es porque el SE es menor que el simbolo.

Cuando las semillas fueron expuestas a 20 °C, mostraron una respuesta similar a
las semillas expuestas a 25 °C; donde primero se vio afectada la proporcion de semillas
capaz de germinar a 15 °C, y luego, se vio afectada la sensibilidad a las temperaturas
alternadas (Fig. 4.9). Esta sensibilidad fue disminuyendo a medida que las semillas
permanecian mas tiempo a 20 °C. En efecto, se necesitaron cada vez mas ciclos de
temperatura alternada para saturar la respuesta germinativa. Por ejemplo, durante los
primeros 8 dias disminuyd completamente la germinacion a temperatura constante (58%
- 0%); sin embargo, la disminucidn en los ciclos de temperatura alternada fue gradual.
Primero se vio afectada la respuesta germinativa a 1 ciclo, luego a 3 y 5 ciclos, y
finalmente a 15 ciclos (Fig. 4.9 a, b, c y d). A partir de los 8 dias y hasta los 20 dias, la
poblacion de semillas mostré una respuesta minima a todos los ciclos de temperatura
alternada. Esto se puede ver en los porcentajes de germinacion final, ya que germiné lo
mismo con 3 ciclos que con 15 ciclos de temperaturas alternadas (Fig. 4.9 e y f). Por lo
tanto, dado que cualquier dosis de ciclos dio como resultado porcentajes de germinacion
similares, se puede sugerir que el efecto de acumular ciclos de temperatura alternada
desaparece a medida que el nivel de dormicién aumenta.
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Figura 4.8 Curvas de respuesta de la germinacion de semillas de P. aviculare a un nimero creciente de
ciclos de un régimen fluctuante de temperatura de 10/24 °C (12/12 hs). Los paneles corresponden a semillas
exhumadas luego de diferentes dias durante la induccion en dormicion secundaria a una temperatura de
15 °C: a=0 dias, b =5 dias, ¢ = 10 dias, d = 15 dias, e =25 dias y 32 dias. Las semillas exhumadas fueron
expuestas a0, 1, 3, 5 o 15 ciclos de 10/24 °C previo a ser incubadas por 15 dias a una temperatura constante
de 15 °C. 0 ciclos corresponde a semillas incubadas por 15 dias a una temperatura constante de 15 °C. Las
lineas llenas corresponden al ajuste de la siguiente ecuacion: Yx = C ¢ (1 —exp (-K * X)) + Yo. Yo, es el valor
Y cuando X (tiempo) es cero. Plateau, es el valor Y en infinitos momentos, expresado en las mismas
unidades que Y. K, es la constante de velocidad, expresada en reciproco de las unidades de tiempo del eje
X. C, es la diferencia entre Yo y Plateau, expresada en las mismas unidades que sus valores Y. X, es el
tiempo térmico de induccidon en dormicion (Dly). Las barras verticales indican el error estandar (+SE). En
los casos donde no se observa la barra de error es porque el SE es menor que el simbolo.

Las semillas que fueron expuestas a 10 °C, mostraron un comportamiento similar
al encontrado en el Capitulo 2 durante la induccion en dormicion secundaria, que también
fuera descripto para el caso de la sensibilidad a la luz en este mismo Capitulo. La
poblacién de semillas con bajo nivel de dormicion primero fue inducida en dormicion
secundaria; sin embargo, cuando el nivel de dormicidon aumentd, 10 °C promovio la salida
de la dormicién primaria. La direccion que toma la respuesta a la exposicion a esta
temperatura, segun se comento en el Capitulo 2, pareceria estar determinada por el nivel
de dormicién de la poblacion de semillas y la temperatura a la que estén expuestas las
semillas (p.ej. si esa temperatura estd mas o menos alejada del umbral de 17 °C para salida
de la dormicion).

La induccion en dormicion secundaria tuvo lugar durante los primeros 11 dias;
después de este periodo y hasta los 26 dias el proceso predominante fue la salida de la
dormicién. La respuesta observada durante la induccion en dormicion fue diferente de
aquella observada en 20 y 25 °C, (mayor tasa de induccién en dormicion secundaria)
donde la fraccion capaz de germinar a temperatura constante se vio levemente afectada
(60% dia 0 — 30% dia 11), como asi también la sensibilidad a los ciclos de temperatura
alternada (saturandose la respuesta germinativa con el minimo nimero de ciclos) (Fig.
4.7 a, b, c). A partir de los 11 dias y hasta los 26 dias, las semillas mostraron incrementos
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en los porcentajes de germinacion, tanto a temperatura constante (30% 11 dias — 42% 36

dias) como en respuesta al aumento en el numero de ciclos de temperatura alternada (15
ciclos = 60% al dia 36) (Fig. 4.7 c, d, e). Finalmente, las semillas que fueron expuestas a

15 °C mostraron un patréon de entrada en dormicién secundaria mas evidente,

reduciéndose los porcentajes de germinacion a 15 °C a medida que aumento el tiempo de
exposicion de las semillas, e incrementandose los requerimientos en términos de nimero

de ciclos de temperaturas alternadas para alcanzar la saturacion de la respuesta (Fig. 4.8
a,b,c,d,eyf).
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Figura 4.9 Curvas de respuesta de la germinacion de semillas de P. aviculare a un niimero creciente de
ciclos de un régimen fluctuante de temperatura de 10/24 °C (12/12 hs). Los paneles corresponden a semillas
exhumadas luego de diferentes dias durante la induccion en dormicion secundaria a una temperatura de
20 °C: a=0 dias, b =2 dias, ¢ = 4 dias, d = 8 dias, e = 14 dias y f= 20 dias. Las semillas exhumadas fueron
expuestas a0, 1, 3, 5 o 15 ciclos de 10/24 °C previo a ser incubadas por 15 dias a una temperatura constante
de 15 °C. 0 ciclos corresponde a semillas incubadas por 15 dias a una temperatura constante de 15 °C. Las
lineas llenas corresponden al ajuste de la siguiente ecuacion: Yx = C * (1 —exp (-K ¢ X)) + Y. Yo, es el valor
Y cuando X (tiempo) es cero. Plateau, es el valor Y en infinitos momentos, expresado en las mismas
unidades que Y. K, es la constante de velocidad, expresada en reciproco de las unidades de tiempo del eje
X. C, es la diferencia entre Yo y Plateau, expresada en las mismas unidades que sus valores Y. X, es el
tiempo térmico de induccidon en dormicion (Dly). Las barras verticales indican el error estandar (+SE). En

los casos donde no se observa la barra de error es porque el SE es menor que el simbolo.

4.3.2.1 Desarrollo del Modelo

Se desarrolldé un modelo matematico para predecir los cambios en la fraccion de
la poblacién de semillas que podria germinar en respuesta a un nimero determinado de
ciclos de 10/24 °C (12/12 hs) en relacion a la acumulacion de unidades de tiempo térmico
de induccion en dormicion (Dly). Para ello, se utilizaron las respuestas de germinacion
obtenidas para semillas exhumadas durante la exposicion a diferentes temperaturas de
induccion en dormicion secundaria (10, 15, 20 y 25 °C). A partir del ajuste de cada curva
de germinacién (ecuacion 4.2) obtenida como resultado de la exposicion a las diferentes
temperaturas de induccién y en diferentes momentos durante el proceso de entrada en
dormicion secundaria, se derivaron los valores de C y K (C es la diferencia entre el
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porcentaje de geminacion obtenido con O ciclos (i.e. 15 °C constante y N ciclos, y K es el
efecto del ntimero de ciclos (V)) como parametros para el desarrollo del modelo (Fig.
4.11).
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Figura 4.10 Curvas de respuesta de la germinacion de semillas de P. aviculare a un niimero creciente de
ciclos de un régimen fluctuante de temperatura de 10/24 °C (12/12 hs). Los paneles corresponden a semillas
exhumadas luego de diferentes dias durante la inducciéon en dormicidon secundaria a una temperatura de
25 °C: a=0dias, b=1 dias, ¢ = 3 dias, d =7 dias, e = 12 dias y f= 16 dias. Las semillas exhumadas fueron
expuestas a 0, 1, 3, 5 o 15 ciclos de 10/24 °C previo a ser incubadas por 15 dias a una temperatura constante
de 15 °C. 0 ciclos corresponde a semillas incubadas por 15 dias a una temperatura constante de 15 °C. Las
lineas llenas corresponden al ajuste de la siguiente ecuacion: Yx = C * (1 —exp (-K * X)) + Y. Yo, es el valor
Y cuando X (tiempo) es cero. Plateau, es el valor Y en infinitos momentos, expresado en las mismas
unidades que Y. K, es la constante de velocidad, expresada en reciproco de las unidades de tiempo del eje
X. C, es la diferencia entre Yo y Plateau, expresada en las mismas unidades que sus valores Y. X, es el
tiempo térmico de induccidon en dormicion (Dly). Las barras verticales indican el error estandar (+SE). En
los casos donde no se observa la barra de error es porque el SE es menor que el simbolo.

Con el objetivo de predecir los cambios en la respuesta germinativa al nimero de
ciclos de 10/24°C en relacion a los cambios en el nivel de dormicion de las semillas, los
parametros de las curvas de respuesta C' y K para cada valor de DIy fueron relacionados
a la acumulacion de DI Los cambios en C fueron adecuadamente descriptos por el
siguiente modelo bilineal:

C=16,62 + 0,368 * DI, si (DIx<103,1) Ecuacién (4.9)
C=48,6-0,124 « (DI — 103,1), si (DI;>103,1) Ecuacién (4.10)

Los cambios en K fueron descriptos por el siguiente modelo bilineal:

K = 0,040 + 0,0075 * DIy, si (DI <62) Ecuacion (4.11)
K=0,51-0,0011 * DIy — 62), si (DI;>62) Ecuacion (4.12)
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La relacion obtenida entre C, K y DI permitié estimar la respuesta germinativa como
resultado de la exposicion a un determinado numero de ciclos de 10/24 °C en relacion a
las unidades de DIi; acumuladas (usando las ecuaciones 4.1 y 4.2) durante la induccion
en dormicién secundaria para semillas de P. aviculare.

4.3.2.2 Evaluacion del modelo

El modelo fue evaluado utilizando datos de un experimento a campo y de un
experimento independiente en condiciones controladas, los cuales fueron descriptos en la
seccion de “Materiales y Métodos”. Para contrastar las predicciones derivadas por el
modelo contra los datos obtenidos en cada una de las exhumaciones en el experimento a
campo, los valores de C y K fueron simulados utilizando las ecuaciones (4.2, 4.9 - 4.12)
en relacion a la temperatura media diaria registrada a 5 cm de profundidad.

75

60

0.00 T T T T
0 50 100 150 200 250

Dl (°Cd)

Figura 4.11 Dinamica de los coeficientes C y K en relacion al tiempo térmico de induccion en dormicion
(DIy). Los valores de C y K corresponden a las curvas de respuesta de la germinacion (Yx = C « (1 — exp
(K * X)) + Yo) de semillas de P. aviculare al numero de ciclos de un régimen de temperatura fluctuante de
10/24 °C (12/12 hs) determinadas para diferentes valores de DI Las lineas so6lidas corresponden al ajuste
de los siguientes modelos bilineales: C = 16,62 + 0,368 ¢ DIy, si (DIx<103,1); C = 48.6 — 0,124 * (DI —
103,1), si (DIx>103,1), y K= 10,040 + 0,0075 * DIy, si (DI <62); K=0,51—-0,0011 * (DI;;— 62), si (DI;>>62).

Finalmente, para predecir la fraccion de la poblacion de semillas que deberia
germinar luego de la exposicion a 0, 5, 10 y 15 ciclos de 10/24 °C, los valores calculados
de Cy K correspondientes a cada fecha de exhumacion (abril — noviembre, 2016) fueron
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reemplazados en la ecuacion (4.2) de acuerdo a los valores acumulados de Syt y DI para
cada fecha de exhumacién teniendo en cuenta el periodo de incubacion a 15 °C. Los
valores de G, utilizados correspondieron a los porcentajes de germinacion registrados
luego de 15 dias de incubacion a una temperatura constante de 15 °C. Los datos simulados
lograron predecir razonablemente la respuesta de la fraccion de la poblacion de semillas
que germinaria al ser expuesta a un nimero determinado de ciclos de fluctuaciones de
temperatura (Fig. 4.12). El modelo subestimo6 levemente los valores predichos para las
exhumaciones realizadas entre el 13/07/16 y 20/08/16 (Fig.4.12 ¢, d) durante la salida de
la dormicidn primaria, mientras que durante la induccién en dormicion secundaria los
valores predichos se ajustaron adecuadamente a los valores observados (Fig. 4.12 e, f).
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Figura 4.12 Porcentajes de germinacion simulados (simbolos llenos) y observados (simbolos vacios) de
semillas de P. aviculare expuestasa 0, 5, 10 y 15 ciclos de 10/24 °C (12/12 hs) en relacion al tiempo térmico
de estratificacion (Sy) y tiempo térmico de induccion en dormicion (DIy;) acumulado durante la salida e
induccién en dormicion secundaria. Los datos corresponden a semillas enterradas en el campo (circulos
vacios) y porcentajes de germinacion predichos por los modelos (circulos llenos). Previamente a ser
expuestas a los diferentes ciclos de 10/24 °C, las semillas fueron incubadas por 15 dias a una temperatura
constante de 15 °C. Los paneles (a, b, ¢ y d) corresponden a la salida de la dormicion primaria y los paneles
(e y f) a la entrada en dormicion secundaria. Los porcentajes de germinacion fueron simulados utilizando
las ecuaciones (4.3, 4.9 - 4.12) en relacion a los valores acumulados de Sy y DIy calculados utilizando la
ecuacion (4.9). La linea punteada corresponde a la ecuacion: Yx = C » (1 —exp (-K * X)) + Yo, ajustada a
los datos simulados (simbolos llenos) (RMSE = 3,1 (b), RMSE = 10,3 (c), RMSE = 9,3 (d), RMSE =4.2 (e),
RMSE = 9,5 (f), respectivamente). Yo, es el valor Y cuando X (tiempo) es cero. Plateau, es el valor Y en
infinitos momentos, expresado en las mismas unidades que Y. K, es la constante de velocidad, expresada
en reciproco de las unidades de tiempo del eje X. C, es la diferencia entre Yo y Plateau, expresada en las
mismas unidades que sus valores Y. X, es el tiempo térmico de induccion en dormicidon (DIy). Las barras
verticales indican el error estandar (+SE) de los datos obtenidos en forma experimental. En los casos donde
no se observa la barra de error es porque el SE es menor que el simbolo.

4.4 Discusion

Para las semillas de muchas especies no es suficiente alcanzar un bajo nivel de
dormicion para germinar, sino que las mismas requieren primero de la exposicion a ciertos
factores ambientales que actian como terminadores de la dormicion (i.e. luz y
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temperaturas alternadas) (Benech-Arnold et al., 1990a; Scopel et al., 1991; Ghersa et al.,
1992; Ghersa et al., 1997). Por esa razon, las variaciones en el nivel de dormicion no so6lo
deberian expresarse como cambios en la amplitud del rango de temperaturas permisivas
para la germinacion, sino que también como cambios en la sensibilidad a los efectos de
estos factores terminadores de la dormicion (Benech-Arnold et al., 2000). Por lo tanto, si
se pretende construir modelos capaces de predecir la emergencia de malezas, es necesario
considerar el efecto de los factores terminadores de la dormicion y la forma en que este
efecto se ve modificado por los cambios en el nivel de dormicion de las poblaciones de
semillas (Forcella et al., 2000; Grundy, 2003; Batlla y Benech-Arnold, 2010).

Para estudiar los cambios en la sensibilidad a la luz y a las temperaturas alternadas
en semillas de P. aviculare durante la induccion en dormicidén secundaria, se utilizaron
semillas que habian salido de la dormicion primaria a través de la estratificacion a 5 °C.
La salida de la dormicion se caracterizd por un aumento en la sensibilidad a la luz y a las
temperaturas alternadas (Fig. 4.1; 4.5 y 4.6), como se habia observado para P. aviculare
(Batlla y Benech-Arnold, 2004; Batlla et al., 2003) y otras especies de comportamiento
primavero-estival (Probert, 2000; Baskin y Baskin, 1990; Bauer et al., 1998; Meyer et al.,
2000; Alvarado y Bradford, 2005). Durante la induccion en dormicion secundaria ocurrio
lo opuesto. La sensibilidad que presentaron las semillas a la luz y a las temperaturas
alternadas cuando el nivel de dormicion fue minimo, disminuy6 rapidamente durante la
induccién en dormicion secundaria (Fig. 4.2 y 4.7 - 4.10). La velocidad con la que ocurre
esta disminucion en la sensibilidad fue dependiente de la temperatura a la cual las semillas
fueron inducidas en dormicion secundaria: cuando las semillas de P. aviculare se
expusieron a altas temperaturas (20 y 25 °C), las mismas fueron inducidas en dormicion
secundaria a una tasa mayor que cuando fueron expuestas a 10 y 15 °C. La misma relacion
entre la temperatura y la tasa de induccién en dormicion secundaria fue verificada en los
Capitulos anteriores, donde la induccion en dormicion secundaria fue evaluada a través
de cambios en el rango térmico permisivo para la germinacion de las semillas (Capitulo
2 y Capitulo 3).

En el presente Capitulo se desarrollaron dos modelos que permiten simular los
cambios en la sensibilidad a la luz (1) y los cambios en la sensibilidad a las temperaturas
alternadas (2) en semillas de P. aviculare en funcion de la temperatura experimentada
durante el periodo de entierro en el suelo (Fig. 4.3 y 4.11). El primer modelo (1) predice
la proporciéon de la poblacion que germinard cuando las semillas estén expuestas a
condiciones luminicas que imponen diferentes porcentajes de Pfr/Pt (76, 3 y 7.6x107%),
y las semillas que germinaran en ausencia de luz (oscuridad) durante la induccion en
dormicion secundaria (Fig. 4.3). Como fue mencionado en la introduccion, estos
porcentajes de Pft/Pt se corresponden con los diferentes modos de accion del fitocromo
VLFR y LFR (76% Pft/Pt) y VLFR (3 y 7.6x10°*” Pft/Pt) a los que pueden responder las
semillas en condiciones naturales (Cone et al., 1985; Vertucci et al., 1987). Es importante
destacar, que el Pfr por si solo no termina con la dormicioén. Por el contrario, el Pfr
establece una cascada de eventos que culminan en la terminacion de la dormicion,
manifestada mediante la germinacion de la semilla (Bewley y Black, 1994).

El efecto de la temperatura de estratificacion (5 °C) sobre los cambios en la
sensibilidad a la luz en semillas de P. aviculare pudo ser descripto utilizando el parametro
tiempo térmico de estratificacion (Si) introducido por Batlla y Benech-Arnold (2003),
que permitié predecir adecuadamente los cambios en la sensibilidad a la luz durante la
salida de la dormicion primaria en relacion con la temperatura de estratificacion como ya
habia sido demostrado por Batlla y Benech-Arnold (2005) (Fig. 4.1). En cambio, el efecto
de las temperaturas de induccion en dormicidn secundaria (10 - 25 °C) sobre los cambios
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en la sensibilidad a la luz pudo ser descripto utilizando el parametro tiempo térmico de
induccion en dormicion (DIy) desarrollado en el Capitulo 2 (Fig. 4.3), el cual permitié
predecir los cambios en la sensibilidad a la luz durante la induccion en dormicion
secundaria. Estos parametros permitieron predecir la fraccion de la poblacion capaz de
germinar dependiendo de los valores de Pfi/Pt (76, 3 y 7.6x107%) alcanzados por las
semillas enterradas en el suelo. Algunos resultados similares fueron encontrados por
Derkx y Karssen (1993, 1994), quienes encontraron que en semillas de Sisymbrium
officinale y Arabidopsis thaliana enterradas en el campo, la sensibilidad a la luz se
incrementaba como resultado de la salida de la dormicion, y disminuia durante la
induccion en dormicidon secundaria. El modelo desarrollado en este Capitulo junto al
modelo desarrollado por Batlla y Benech-Arnold (2005) considera las variaciones en la
temperatura media diaria a las que pueden estar expuestas las semillas en condiciones de
campo para predecir los cambios en la respuesta de la poblacion de semillas a la calidad
y a la cantidad de luz. Estos resultados muestran que la sensibilidad que presentan las
semillas de P. aviculare a la luz cuando el nivel de dormicién es minimo, disminuye
rapidamente durante la induccidon en dormicidon secundaria en un proceso que responde
en forma positiva a la temperatura.

Los resultados obtenidos demuestran que la sensibilidad a la luz varia en relacion
con el nivel de dormicidn de las semillas, y que a su vez, estos cambios en el nivel de
dormicién se encuentran regulados por la temperatura. Para el caso de P. aviculare, una
especie de emergencia primavero-estival, la adquisicion de respuestas del tipo VLFR o
LFR dependera en gran medida de las temperaturas experimentadas por las semillas
enterradas en el suelo durante el invierno. Sin embargo, estas respuestas se vieron
afectadas cuando se incrementa la temperatura durante la primavera - verano. Predecir
estos cambios en la sensibilidad a la luz permitiria determinar el momento en el cual la
poblacion de semillas enterradas en el suelo presenta una extrema sensibilidad a la luz o
una minima sensibilidad a la luz. En funcion de la informacion obtenida por el modelo,
permitiria por un lado planificar la realizacion de labores de forma de determinar la
emergencia de un alto porcentaje de la poblacion de semillas para su posterior control, y
por otro lado, realizar las labores en el momento en el cual la poblacién de semillas posea
una baja sensibilidad a la luz, de forma de disminuir la emergencia de malezas del banco
de semillas previo a la siembra del cultivo.

El segundo modelo (2) permite simular los cambios en la sensibilidad de semillas
de P. aviculare a las temperaturas fluctuantes, medida como respuesta al numero de ciclos
de composicion definida (10/24 °C) de temperaturas alternadas (Fig. 4.11). El modelo
predice los cambios en la fraccion de la poblacion de semillas que requieren temperaturas
fluctuantes (cantidad de ciclos de temperatura fluctuante requeridos) para terminar la
dormicion, en funcién de la temperatura experimentada durante el tiempo que estuvieron
enterradas en el suelo. Este modelo en conjunto con el modelo de luz, complementa al
modelo desarrollado en el Capitulo 2, ya que permite la estimacion de la fraccion de la
poblacion que podria germinar por exposicion de las semillas a ciclos de temperaturas
fluctuantes, en adicion a la fraccion que no requiere de temperaturas fluctuantes y que,
consecuentemente, podria germinar tan pronto como la temperatura del suelo se encuentre
dentro del rango térmico permisivo para la germinacién. Este modelo para predecir
cambios en la sensibilidad a las temperaturas alternadas es analogo, aunque opuesto, al
modelo desarrollado por Batlla et al. (2003) para la salida de la dormicidn primaria en
semillas de P. aviculare (Fig. 4.6).

El modelo relaciona cambios en dos parametros (C y K), los cuales determinan la
forma de las curvas de respuesta a un nimero creciente de ciclos de temperaturas
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fluctuantes, en relacion con la acumulacién de unidades de tiempo térmico de induccion
en dormicion (DIy) por encima de una temperatura umbral de 7,9 °C, (Fig. 4.11). La
relacion obtenida entre C, K'y DIy permite estimar la fraccion de la poblacion que requiere
de fluctuaciones de temperatura para terminar con la dormicion durante la induccioén en
dormicion secundaria. En condiciones de campo las semillas estdn expuestas a las
fluctuaciones diarias de temperatura (temperatura maxima y temperatura minima); sin
embargo, no todas las fluctuaciones de temperatura tienen un efecto terminador sobre la
dormicion. Para el caso de P. aviculare estd demostrado que el régimen de temperaturas
alternadas Optimo al cual presentan un mayor efecto inductivo son 10 /24 °C (12 /12hs)
(Batlla et al., 2003). Para considerarse ciclo inductivo, la temperatura minima diaria debia
ser mayor a los 10 °C y la amplitud térmica (calculada como temperatura diaria maxima
— temperatura diaria minima) debia superar los 14 °C. Predecir qué fraccion de la
poblaciéon podria germinar cuando las fluctuaciones de temperatura son inductivas en
funcion del numero de ciclos, permitiria determinar el momento en el cual la poblacion
de semillas enterradas en el suelo presenta una alta sensibilidad a las temperaturas
alternadas o una minima sensibilidad. Esto permitiria como se dijo anteriormente,
planificar medidas de control més eficaces que logren disminuir la emergencia de malezas
del banco de semillas previa a la siembra del cultivo.

Los modelos, tanto el de luz como el de temperaturas alternadas fueron evaluados
en condiciones de campo. Los resultados obtenidos a campo y los predichos por los
modelos mostraron una adecuada descripcion de los cambios en la fraccion de la
poblacion de semillas que requieren de luz y de fluctuaciones de temperaturas para
terminar la dormicion durante la salida de la dormicidon primaria (Sy, Batlla y Benech-
Arnold, 2003) e induccion en dormicioén secundaria (DI, Capitulo 2) en funcién de la
temperatura del suelo (Fig. 4.4 y 4.12). Utilizar los dos modelos en conjunto permitid
contemplar variaciones diarias en la temperatura experimentada por las semillas, los
cuales lograron estimar la fraccion de la poblacion que presentan respuestas del tipo
VLFR, LFR y germinacion en oscuridad y también calcular los parametros C y K
adecuadamente. Los modelos lograron predecir adecuadamente los porcentajes de
germinacion obtenidos a campo.
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CAPITULO 5

5. DISCUSION GENERAL

5.1 Introduccion

En este Capitulo se retomaré la discusion acerca de los principales resultados de
la tesis para construir un esquema general del trabajo, y se discutira en qué medida los
resultados obtenidos permiten rechazar o no las hipotesis planteadas en el Capitulo 1.
También se considerara como los resultados de esta tesis complementan el modelo
conceptual planteado por Benech-Arnold et al. (2000), y se destacara el aporte de dichos
resultados al avance del conocimiento y sus posibles aplicaciones en el area en la que la
investigacion se llevo a cabo. Por ultimo, se presentaran nuevas interrogantes derivadas
de la tesis y se plantearan futuras lineas de investigacion.

5.2 Esquema general y contraste de hipotesis

El objetivo general de esta tesis fue estudiar los procesos de salida de dormicion
primaria e induccion en dormicion secundaria en semillas de Polygonum aviculare L. en
funcion del ambiente térmico e hidrico. Para abordar este objetivo general, se propuso
estudiar el papel de la temperatura sobre la induccion en dormicion secundaria (Objetivo
especifico (1)) y estudiar el papel de la disponibilidad hidrica como modulador de la
dinamica de la salida de la dormicion primaria e induccion en dormicion secundaria en
semillas de P. aviculare (Objetivo especifico (2)). Luego se propuso cuantificar los
cambios en la sensibilidad a la luz y a las temperaturas fluctuantes durante la induccion
en dormicion secundaria (Objetivo especifico (3)). Finalmente, en funciéon de la
cuantificacion de las relaciones encontradas, se propuso desarrollar modelos
matemadticos para simular cambios ciclicos en el nivel de dormicion en poblaciones de
semillas enterradas de P. aviculare, y poner a prueba su funcionamiento con datos de
emergencia obtenidos a campo (Objetivo especifico (4)).

Los resultados obtenidos en cada uno de los Capitulos detallados anteriormente
demuestran que los cambios en el nivel de dormicion en semillas de P. aviculare se
encuentran controlados por la temperatura, y que este efecto de la temperatura es
modulado por la disponibilidad hidrica a la que estan sometidas las semillas durante el
tiempo que permanecen enterradas en el suelo (Capitulo 2 y Capitulo 3). A su vez, los
cambios en la sensibilidad a la luz y a las temperaturas fluctuantes durante la induccion
en dormicion secundaria dependen de la temperatura que modifica el nivel de dormicion
de la poblacién de semillas (Capitulo 4).

Sobre la base de los resultados encontrados en cada Capitulo se discutird en qué
medida los resultados obtenidos permiten rechazar o no las hipotesis planteadas en el
Capitulo 1. Los resultados del Capitulo 2 muestran que la tasa con cual el nivel de
dormicion se incrementa, depende de la temperatura a la cual las semillas se expusieron
durante la induccidn en dormicion secundaria; cuanto mayor es la temperatura, mas alta
es la tasa de induccion en dormicion. Este incremento se evidencid a partir de una
temperatura umbral de 7,9 °C, temperatura a la cual, o por encima de la cual, la induccion
en dormicién secundaria tiene lugar. Por lo tanto, la hipdtesis 2, que propone que: “la
entrada en dormicion secundaria ocurre a partir de una temperatura umbral, por encima
de la cual la induccion tiene lugar a mayor o menor velocidad dependiendo de los dias
de exposicion y la temperatura predominante” es aceptada.

En el Capitulo 3 se muestra que la disponibilidad hidrica juega un papel
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importante como modulador del efecto de la temperatura sobre los cambios en el nivel de
dormicion en semillas de P. aviculare enterradas en el suelo. Los estudios realizados
durante la salida de la dormicion primaria permitieron identificar un valor minimo umbral
de 15% de contenido hidrico en la semilla (CHS), por encima del cual, el proceso de
estratificacion tiene lugar (por debajo de este valor no hay modificaciones en el nivel de
dormicidn) (Fig. 3.5). A partir de este umbral (>15%)), la tasa con la cual las semillas salen
de la dormicion primaria es dependiente del CHS: cuanto mayor es el CHS, mayor es la
tasa de salida de la dormicion hasta alcanzar un valor méximo de salida (31%), por encima
del cual la tasa de salida de la dormicion ya no se modifica. Sobre la base de estas
evidencias se acepta la hipotesis (1a) que propone que: “durante el proceso de salida de
la dormicion primaria el contenido hidrico del suelo afecta la tasa con la cual las semillas
de P. aviculare salen de la dormicion”.

La hipdtesis (1b) plantea que: “durante el proceso de induccion en dormicion
secundaria el contenido hidrico afecta la tasa con la cual las semillas de P. aviculare son
inducidas en dormicion secundaria”. Esta hipdtesis se acepta parcialmente ya que,
durante la entrada en dormicion secundaria, el CHS reguld los cambios en el nivel de
dormicién de dos formas: 1) el CHS indujo por si solo (independientemente de la
temperatura) la entrada en dormicion secundaria cuando el CHS fue llevado por debajo
de 15%. 2) La induccién en dormicion secundaria ocurri6 a una tasa diferente a partir de
CHS >15%: cuanto mayor fue el CHS mayor fue la tasa con la cual las semillas fueron
inducidas en dormicion hasta un valor de 32% de CHS, por encima del cual, la tasa de
entrada en dormicioén secundaria ya no se modificd (Capitulo 3; Fig. 3.8). La idea de
abordar los efectos de la disponibilidad hidrica en esta tesis surgid porque este factor ha
sido muy poco estudiado y mucho menos considerado en los modelos predictivos de
dormicion.

En el Capitulo 4, se observo que la alta sensibilidad que presentan las semillas a
los factores terminadores de la dormicion (i.e. luz y temperaturas alternadas) cuando el
nivel de dormicién es minimo (Fig. 4.1 y 4.6), disminuye rapidamente durante la
induccion en dormicién secundaria como consecuencia del aumento en el nivel de
dormicion (Fig. 4.2 y 4.7 - 4.10). Estos cambios en la sensibilidad estuvieron asociados
directamente a la temperatura predominante, el nivel de dormicion de la poblacion de
semillas y el tiempo de exposicion a temperaturas inductivas durante la induccion en
dormicién secundaria. Sobre la base de estos resultados, la hipotesis 3 que propone que:
“durante la induccion en dormicion secundaria disminuye gradualmente la sensibilidad
a la luz y a las temperaturas alternadas ™ esta hipotesis se acepta parcialmente.

La determinacion de los cambios en el nivel de dormicion de la poblacion de
semillas a través de la respuesta a los distintos factores ambientales estudiados en la
presente tesis (temperatura, disponibilidad hidrica, luz y temperaturas fluctuantes),
permite visualizar en su conjunto la dinamica de los cambios en el rango de condiciones
ambientales que permiten la germinacion a medida que la poblacion de semillas sale de
la dormicion y/o son inducidas en dormicioén secundaria.

5.3 Avances en el Modelo conceptual

El modelo conceptual sobre el cual se baso esta tesis se presenta en la figura (5.1).
Este modelo conceptual fue planteado por Benech-Arnold et al. (2000). El mismo se basa
en la clasificacion que divide a los factores ambientales en dos categorias segin su efecto
sobre la dormicion: (i) aquellos que modulan los cambios en el nivel de dormicion de las
poblaciones de semillas, como ha sido explicado anteriormente, la temperatura y sus
interacciones con el contenido hidrico del suelo, y (ii) aquellos que remueven los ultimos



88

impedimentos para la germinacion: luz y fluctuaciones de temperatura. No obstante, es
importante seialar que el pasaje por todo el diagrama de flujo no es en absoluto la unica
posibilidad para una poblacion de semillas. Por el contrario, el diagrama pretende ilustrar
los diferentes “caminos” que una poblacion de semillas puede seguir. Por ejemplo, una
poblacion puede ser dispersada con un bajo nivel de dormicion, y puede o no, requerir
estimulos para terminar la dormicion, o en todo caso, puede ser inducida en dormicion
secundaria.

Terminacion | | Germinacion
Baja : Alta : de la
sensibilidad a Bajas temp i} sensibilidad a dormicion

los factores que
terminan la

los factores que
terminan la

Temp.

dormicion dormicion Alternadas
) \V ] ] Luz
Alto nivel Y\ » Bajo nivel 3
de v de X " Plantulas
dormicion [ X dormicion
I
Rango de Rango de
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temperaturas temperaturas

.. H H .. “
ermisivos para la : : permisivos para la Tiempo
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Alto potencial :  Bajo potencial
agua base : : agua base

Figura 5.1 Diagrama de flujo representando los cambios en el nivel de dormicion, la terminacion de la
dormicion y la germinacion en las poblaciones de semillas y los factores ambientales mas relevantes en la
regulacion de cada proceso (Adaptado de Benech-Arnold et al., 2000).

Este modelo conceptual fue utilizado por Batlla y Benech-Arnold (2003, 2005,
2006) y Batlla et al. (2003), y permitié profundizar aspectos de la regulacion ambiental
de la salida de la dormicién primaria en semillas de Polygonum aviculare. Los estudios
llevados a cabo en esta tesis, no s6lo permitieron consolidar el marco tedrico presentado
en la figura (5.1), sino que ademas permitieron avanzar en el conocimiento del estudio de
la regulacion ambiental de la induccion en dormicion secundaria. A su vez, la
aproximacion llevada a cabo en esta tesis permitid cuantificar el efecto de estos factores
(factores que regulan cambios en el nivel de dormicioén y factores que remueven las
ultimas impedancias para que ocurra la germinacion) y desarrollar modelos que hacen
posible predecir los patrones temporales de cambio en el nivel de dormicion de los bancos
de semillas de P. aviculare en condiciones de campo. A pesar de que en los Capitulos
anteriores se presentaron los modelos desarrollados en forma separada, el haber utilizado
un indice comun de tiempo térmico de Induccidon en Dormicion (Dly, el inglés, Dormancy
Induction thermal time) para cuantificar el efecto de la temperatura sobre la respuesta de
la poblacion de semillas a los diferentes factores estudiados, hace posible el enlace de
todas las relaciones encontradas en un modelo unico.

5.4 Contribucion al avance del conocimiento: Desarrollo de modelos predictivos
El control de malezas es una de las practicas de manejo mds intensivas en los
sistemas de produccion agricola, y tiene impacto tanto en la productividad como en el
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ambiente (Radosevich et al., 1997; Van Acker, 2009). Es por ello que surgen los modelos
como herramientas para representar, predecir y ayudar a comprender mejor los fendmenos
especificos relacionados con las malezas y su comportamiento, derivando a partir de los
mismos, practicas de manejo y control mas eficientes.

Los modelos ayudan a proporcionar una descripcion detallada de los procesos
ecofisiologicos basicos que subyacen a la emergencia de las malezas en condiciones de
campo (es decir, la dormicién, la germinacion y el crecimiento previo a la emergencia)
(Finch-Savage, 2004; Chantre et al., 2009). Sin embargo, una de las limitaciones
principales para la elaboracion de estos modelos es la frecuente presencia de dormicioén
en las poblaciones de semillas de muchas especies maleza de importancia agrondmica
(Grundy, 2003; Batlla y Benech-Arnold, 2010).

Cuadro 5.1 Valores estimados de tiempo térmico de estratificacion (Sy) y tiempo térmico de induccion en
dormicion (DIy), temperatura del limite inferior del rango térmico permisivo para la germinacion (7iso)),
contenido hidrico en las semillas (CHS%), desviacion standard de la temperatura del limite inferior del
rango térmico permisivo para la germinacion (o), parametros que determinan la respuesta de la poblacion
de semillas a los ciclos de fluctuaciones térmicas (C y K), porcentajes de la poblacion de semillas que
presentan respuesta de tipo LFR, VLFR y que son capaces de germinar en ausencia de luz (OSC), para
diferentes fechas de siembra durante el afio y diferentes condiciones de temperatura y contenido hidrico en
las semillas. Las lineas (-) significa que no se obtuvieron valores de Ticso) para esas fecha de siembra.

Fecha de St DI« CHS Tisoy Tiso™  oniso C K VLFR LFR OSC
siembra (°Cd) (°Cd) (%) (°O) (°C) (%) (%) (%)

Escenario 1 (Afio calido + seco)

15 junio (a) 138 0 33,1 174 - 0,7 44,9 0,186 0 0 0

15 septiembre 388 71 21,5 165 17 1,7 37,1 0309 5 355 05
b)

Escenario 2 (Afio frio + himedo)

15 junio (a) 148 0 26,5 17,6 - 2 41,1 0,248 0 0 0

15 septiembre 799 23 15,5 15,5 14,8 2,8 21,2 0,576 51 67,5 9
b)

* Tis0) durante la salida de la dormicion primaria
** Tis0) durante la induccion en dormicion secundaria

Para comprender como podrian ser utilizados los modelos desarrollados en los
Capitulos 2, 3 y 4 para la planificacion de estrategias de control de malezas, se realizo
una simulacion con datos de temperatura y disponibilidad hidrica en el suelo para dos
afos con diferentes condiciones ambientales (Fig. 5.2) con el objetivo, ademas, de
visualizar como funcionan los cambios en el nivel de dormicién en el banco de semillas
de P aviculare dentro del modelo tedrico planteado en esta seccion (Fig. 5.1). La
prediccion de los valores consistid en evaluar dos escenarios climaticos: (1) un afio frio -
hiimedo y (2) un afo calido - seco (Fig. 5.2). Las situaciones propuestas son: (a) siembra
temprana de un cultivo de trigo (mediados de junio) y (b) siembra temprana de un cultivo
de maiz (mediados de septiembre). Para realizar las simulaciones se calcularon los valores
de Sy (del inglés, Stratification thermal time) y DIy que acumularian las semillas
enterradas en el suelo para cada fecha de siembra en funcion de la temperatura media
diaria del suelo y la disponibilidad hidrica en el suelo a través del nivel de hidratacion de
las semillas (medida como el contenido hidrico en las semillas CHS%) registrada a una
profundidad de 5 cm (Cuadro 5.1). Sobre la base de los valores de Sy y DIy calculados, y
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considerando dos escenarios con diferentes CHS, se estimaron los parametros que definen
el rango térmico permisivo para la germinacion (7is0)), y los pardmetros que definen la
respuesta a los ciclos de temperaturas fluctuantes y los diferentes tipos de respuesta a la
luz en funcidn de los °Cd acumulados tanto para la salida de la dormicion primaria como
para la induccion en dormicion secundaria.

Para estimar el porcentaje de la poblacion que emergeria en cada fecha de siembra
en funcion de las condiciones de temperatura y contenido hidrico en las semillas, se utilizé
la temperatura media diaria del suelo a 5 cm de profundidad tomando un periodo de 15
dias luego de la realizacion de la labor, y fueron utilizados los mismo valores de Ths0) =
189 °C, om = 0.1, T, =0 °C, To = 16 °C y Tm = 30 °C, previamente utilizados en el
Capitulo 2. A su vez, se determiné la cantidad de ciclos de temperaturas alternadas
inductivos al que se encontraron expuestas las semillas durante ese periodo de tiempo.
Para considerarse ciclo inductivo, la temperatura minima diaria debia ser mayor a los
10 °C y la amplitud térmica (calculada como temperatura diaria maxima - temperatura
diaria minima) debia superar los 14 °C. Los cambios en la sensibilidad a la luz fueron
estimados de acuerdo a los °Cd acumulados en funcion de la temperatura media diaria del
suelo, dependiendo de cudl modelo acumula mas °Cd (Si o Dly). Por ejemplo, durante la
salida de la dormicién primaria, los cambios en la sensibilidad a la luz estuvieron
asociados con la acumulacion de Sy, cada vez que la temperatura media diaria registrada
a 5 cm de profundidad se encontrd por debajo de 17 °C (Batlla y Benech-Arnold, 2003).
En cambio, durante la inducciéon en dormicioén secundaria estuvieron asociados con la
acumulacion de DI cada vez que la temperatura media diaria registrada a 5 cm de
profundidad se encontrd por encima de 7,9 °C (Capitulo 2).

—— Aiio célido —— Ao frio
+ +
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Figura 5.2 Temperatura y contenido hidrico en las semillas (CHS%) registrados a 5 cm de profundidad en
el campo durante un afio calido - seco y un afio frio - himedo. Las letras y las flechas indican el momento
en el que se realizara la labor de labranza en el campo. La linea roja continua representa la temperatura para
un afio célido y la linea roja continua representa un afio frio. La linea azul discontinua representa un afio
humedo (altos niveles de hidratacion en las semillas) y la linea negra punteada representa un afio seco (bajos
niveles de hidratacion en las semillas). Las lineas verticales discontinuas representan el cambio de una
estacion a otra.

En el caso del escenario 1 (afio calido y seco; Fig. 5.2) y para una siembra
temprana (a) de trigo (mediados de junio), los valores de temperatura del suelo registrados
durante este periodo (< 14 °C) no ingresarian dentro del rango térmico permisivo para la
germinacion, ya que los valores de 77 de la poblacion de semillas (determinados por 7i(so)
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=17,4 °C y or1=0.7; Cuadro 5.1) serian superiores a los 14 °C. Debido a ello, y al hecho
de que tampoco se registraron ciclos de temperaturas fluctuantes con caracteristicas
inductivas durante dicho periodo, no se produciria emergencia de plantulas como
consecuencia de las labores que preceden la siembra del cultivo. Utilizando el modelo de
cambios en la sensibilidad a la luz desarrollado en el Capitulo 4 se llega a la misma
conclusion, ya que la poblacion de semillas no germinaria ante la realizacion de una
labranza (Cuadro 5.1). Cabe aclarar que el valor de CHS (%) considerado para la
simulacion (33,1%), como el momento de realizar la labranza, no fue limitante; sin
embargo, la germinacion no ocurriria debido a las condiciones anteriormente
mencionadas (la poblacion de semillas presentaba un nivel de dormicidn alto). Resultados
similares fueron encontrados para el escenario 2 en fecha de siembra temprana, donde los
parametros calculados no fueron diferentes de los parametros calculados para el escenario
1 (Cuadro 5.1).

En el caso de la siembra a mediados de septiembre (b) y para el escenario 1 (afio
calido y seco), debido a que en los meses de julio y agosto las temperaturas no fueron
muy bajas, se acumularon pocas unidades de S (388 °Cd) y por lo tanto, la disminucién
de la Tis0) (Tis0)= 16,5 °C y o1 = 1,7; Cuadro 5.1) fue minima. Debido al incremento de
las temperaturas, el modelo de DIi; empezd a acumular mas °Cd diarios, y los célculos
para estimar la fraccion a germinar se realiz6 en base a 7150y =17 °C (o11 = 1,7) en funcioén
de un CHS de 21,5% (Cuadro 5.1; **Tj:s0) calculada para la induccion en dormicion). En
este caso (fecha de siembra, b), la temperatura del suelo ingresé al rango térmico
permisivo para la germinacion y la fraccion de la poblacion de semillas calculada que
podria germinar fue de 18%. En cuanto a las temperaturas fluctuantes, se registraron 3
ciclos de fluctuacion térmica con caracteristicas inductivas durante los 15 dias posteriores
a la siembra, lo que permitid calcular un 36% de la poblacion en condiciones de germinar.
No obstante, se registraron 4 ciclos térmicos con amplitudes entre 10 °C y 12 °C. Debido
a que probablemente ciclos con esta amplitud podrian haber tenido algun efecto
terminador de la dormicion en semillas de P. aviculare, en condiciones de campo se podria
esperar un porcentaje de emergencia algo superior al calculado. Para tener en cuenta el
efecto de ciclos de menor amplitud seria necesario realizar estudios con el objetivo de
determinar cudl es el efecto de ciclos de diferente amplitud térmica sobre la germinacion
de P. aviculare, y cdbmo cambia la sensibilidad a la amplitud térmica de los ciclos con los
cambios en el nivel de dormicion de la poblacion de semillas. Finalmente, utilizando el
modelo desarrollado en el capitulo 4 (modelo de luz), fue posible predecir que el 40% de
la poblacion presentaria respuestas de tipo LFR, 5% respuestas del tipo VLFR y 0,5%
germinaria en oscuridad.

En el caso del escenario 2 (afio frio y himedo y para la fecha de siembra en
septiembre; b), las condiciones fueron distintas al escenario 1. Las bajas temperaturas
experimentadas durante los meses de julio y agosto permitieron la acumulacion de un
numero importante de unidades de S (799 °Cd), la Tis0) disminuiria considerablemente
presentando un valor de 14,8 °C y un desvio de 2,8 (Cuadro 5.1), ain en condiciones de
CHS de 15,5% (muy cerca del valor umbral de CHS 15%, valor por encima del cual el
proceso de Sy tiene lugar). Esta ampliacion del rango térmico permisivo para la
germinacion por efecto de las bajas temperaturas del invierno, determinaria porcentajes
de germinacion del 51%. Por otro lado, debido a las bajas temperaturas imperantes
durante el mes de septiembre, no se registraron cambios en la 7o) en funcion de Dly, la
diferencia en °Cd acumulados entre un modelo y otro fue mayor para St. El criterio para
usar un Sy o DIy tiene que ver con cuanto cambia la Tis0) en funcion de los °Cd
acumulados por las semillas en el banco de semillas. En el caso de las fluctuaciones de
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temperatura, fueron mayores que en el escenario 1, ya que se registraron 7 ciclos de
fluctuacion térmica con caracteristicas inductivas durante los 15 dias posteriores a la
siembra, lo que permitio predecir un 72% de la poblacidon en condiciones de germinar.
Por otro lado, utilizando el modelo desarrollado en el capitulo 4 (modelo de luz), se
predijo que el 67,5% de la poblacion presentaria respuestas de tipo LFR, 51% respuestas
del tipo VLFR y 9% germinaria en oscuridad.

Larealizacion de labores asociadas a las diferentes fechas de siembra determinaria
la emergencia de distintos porcentajes del banco de semillas en relacion con el nivel de
dormicion que presente la poblacion al momento de la realizacion de la labor. Asi,
semillas que hayan acumulado mas unidades de Si 0 DIx al momento de la realizacion de
la labranza determinaran cual es el proceso predominante, y el porcentaje de emergencia
estard determinado por los cambios que puedan ocurrir en el nivel de dormicion. Los
resultados obtenidos para los dos escenarios y las dos fechas de siembra permitirian
planificar diferentes estrategias de control de esta maleza, tanto en el corto como en el
largo plazo. Por ejemplo, en el caso de sembrar un maiz en septiembre, las labranzas
asociadas a la preparacion de la cama de siembra determinarian la emergencia de un alto
porcentaje del banco de semillas si el afio es frio y el CHS se encuentra por encima de
15%. Esto, permitiria el control tanto por métodos mecanicos como quimicos de una alta
proporcion de individuos de la poblacion, lo cual tendria un gran impacto en la dindmica
poblacional de la especie.

La aproximacion poblacional utilizada para desarrollar los modelos predictivos
presentados en esta tesis, pone en evidencia la importancia de cuantificar la variabilidad
de respuesta que existe dentro de las poblaciones de semillas si se quiere predecir qué
fraccion de la poblacion respondera ante un estimulo determinado.

5.5 Nuevas interrogantes y futuras lineas de investigacion

Esta tesis permiti6 avanzar en el estudio de los cambios ciclicos en el nivel de
dormicién desde un punto de vista integral, abordando aspectos que tienen que ver con la
generacion de herramientas predictivas (modelos), y la dilucidacion de mecanismos
comunes implicados en la regulacion de la dormicion primaria e induccion en dormicidén
secundaria. Los modelos predictivos desarrollados en esta tesis permitieron predecir
adecuadamente los cambios ciclicos en el nivel de dormicion (salida de dormicion
primaria e induccion en dormicion secundaria) en semillas de P. aviculare, en funcion de
la temperatura (Capitulo 2) y la disponibilidad hidrica (Capitulo 3); también permitieron
predecir los cambios en la sensibilidad a los factores terminadores de la dormicion (i.e.
luz y temperaturas alternadas) (Capitulo 4).

Este trabajo de tesis permitio identificar un rango de temperaturas entre 7,9 y 17
°C en que las mismas pueden o promover la salida de la dormicion primaria, o inducir la
dormicion secundaria. La tasa de cambio con la que ocurre cada proceso se encuentra
estrechamente relacionada con el nivel de dormicion que presente la poblacion y la
temperatura predominante. Estos hallazgos permiten entender que la dormiciéon es un
proceso complejo, dinamico y que se estd modificando constantemente en funcion de las
condiciones ambientales.

Como es de esperarse, los umbrales varian entre las especies anuales de verano e
incluso entre las poblaciones de la misma especie que crecen en diferentes ambientes. Por
lo tanto, para poder evaluar la robustez del modelo es necesario correr los modelos
generados en diferentes ambientes, y a su vez, extrapolarlo a otras especies de
comportamiento primavero-estival.
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5.6 Conclusiones
En la presente tesis se llevaron a cabo estudios que permitieron:

- Caracterizar el papel de la temperatura y su interaccion con la disponibilidad
hidrica en la regulacion de los cambios en el nivel de dormiciéon que experimentan
las poblaciones que forman los bancos de semillas de P. aviculare.

- Entender como cambia la sensibilidad a la luz y a las temperaturas alternadas
durante la entrada en dormicion secundaria dependiendo de la temperatura y del
nivel de dormicion de la poblacion de semillas.

- La cuantificacion de las relaciones encontradas y la inclusion de las mismas en un
modelo matematico que sirve de base para la prediccion confiable de la dindmica
de la emergencia.

Los resultados obtenidos en esta tesis aportan un importante avance al conocimiento del
fenomeno de la dormicion, a la construccion de futuros modelos predictivos de
emergencia con el fin de generar estrategias de control mas eficaces y racionales de
malezas.
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