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es un pixidio uniseminado dehiscente que libera tempranamente la semilla (Weaver y
McWilliams 1980; Irving et al. 1981; Costea et al. 2001). La bibliografia indica que las
semillas de A. hybridus presentan dormicion impuesta por la cubierta seminal o testa

(Faccini y Barat 1989). .....ooiiiiiiiiiiiie e 18

Figura 2. 1. Vista de experimentos que consistieron en generar plantas de P. aviculare

en distintas fechas de siembra y exponerlas a diferentes fotoperiodos desde floracion. 30

Figura 2. 2. Produccion de semillas por planta de P. aviculare para cada fecha de
siembra y tratamiento de fotoperiodo realizados en (a) 2015/16, (b) 2016/17 y (c)
2017/18. +2 h y +4 h indican la extension del fotoperiodo. Las columnas representan la
media y las barras verticales, el error estandar. Diferentes letras indican diferencias

significativas entre medias (p<0,05) segin las pruebas de comparacion de Tukey
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realizada con el software InfoStat (version InfoStat 2017. InfoStat Group, FCA,

Universidad Nacional de Cordoba, Argenting). ...........coeeveeeeiciieesiiieeeeiieeeeiiee e 38

Figura 2. 3. Germinacion acumulada (%) para semillas de P. aviculare incubadas a (a)
15 y (b) 10/24 °C durante 15 d luego de O (i.e. a cosecha), 10, 25, 50 y 75 d de
estratificacion a 4,8 °C. Las semillas se obtuvieron de plantas sembradas en cuatro
fechas diferentes realizadas en 2015/16. Los simbolos representan la media (n=4) y las

barras verticales, €l error €StANAAr. ............ooooiiiiiiiiiiiiii e 39

Figura 2. 4. Germinacion final (%) para semillas de P. aviculare incubadas a 10, 15, 20,
25y 10/24 °C durante 15 d luego de 0, 10, 25, 50 y 75 d de estratificacion en (a) 1,6, (d)
4,8 y (c) 9,8 °C. Las semillas se obtuvieron de plantas sembradas a fines de otofio y
expuestas al fotoperiodo natural, plantas sembradas a principios del verano y plantas
sembradas a fines del otofio pero expuestas a +4 h (2015/16). Los simbolos representan

la media (n=4) y las barras verticales, el error estandar. ...........cccceeveervieeiiieenieennne. 40

Figura 2. 5. Germinacion final (%) para semillas de P. aviculare incubadas a 10/24 °C
durante 15 d luego de 0, 10, 25, 50 y 75 d de estratificacion a 4,8 °C. Las semillas se
recolectaron en dos momentos, C1 y C2 de la dispersion de plantas sembradas en (a)
fines de otofio y expuestas al fotoperiodo natural, (b) a principios del verano y (c¢) a
fines de otofio y expuestas a +4 h (2015/16). Los simbolos representan la media (n=4) y

las barras verticales, €l €rror €StANAAT. ............vvvvuveirieiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 41

Figura 2. 6. Germinacion final (%) para semillas de P. aviculare incubadas a (a) 10/24 y
(b) 15 °C durante 15 d luego de 0, 10, 25, 50 y 75 d de estratificacion a 4,8 °C y de ser
expuestas a un pulso de 20 min: de luz R con una intensidad de 28 pmol m? s, luz RL

. . 2 1 . . .
con una intensidad de 32 umol m™ s~ u oscuridad constante. Las semillas se obtuvieron



de plantas sembradas a fines de otofio expuestas al fotoperiodo natural, plantas
sembradas a principios del verano y plantas sembradas a fines de otoflo pero expuestas a
+4 h (2015/16). Los simbolos representan la media (n=4) y las barras verticales, el error

ESTANAAT. ..ooiiiiieieeee e et —————— 42

Figura 2. 7. Germinacion final (%) para las semillas de P. aviculare incubadas a 15, 20,
25 y 10/24 °C durante 15 d, luego de 0, 1, 3, 6, 9, 15 y 20 d de almacenamiento en
himedo a (a) 19,8 y (b) 23,2 °C. Las semillas se estratificaron previamente a 4,8 °C
durante 65 d y luego se transfirieron a estas condiciones de almacenamiento que
inducen la dormicién secundaria. Las semillas se obtuvieron de plantas sembradas a
fines de otofio (y expuestas a condiciones naturales de fotoperiodo) y a inicios de verano
(2015/16). Los simbolos representan la media (n= 4) y las barras verticales, el error
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Figura 2. 8. Valores estimados de Tiis0) y Tseso) (arriba) y los desvios estandar de los
limites (abajo) en funcion de la acumulacion de TT de estratificacion (°Cd) a 1,6, 4,8 y
9,8 °C para semillas de P. aviculare. Las semillas se obtuvieron de plantas sembradas
en (a) fines de otofio y expuestas al fotoperiodo natural, (b) inicios del verano y (c) fines
de otofio y expuestas fotoperiodo extendido +4 h (2015/2016). Las unidades de TT de
estratificacion se acumularon bajo un umbral de 13,5 °C. Las lineas/curvas gruesas
representan los parametros asociados al limite superior, mientras que las lineas/curvas
finas representan a los parametros asociados al limite inferior. Las ecuaciones que
describen la relacion entre los parametros con el TT y sus R? se indican dentro de cada
panel. Para el tratamiento de fotoperiodo, los desvios estandar de ambos limites no
mostraron un patrén de variacion claro. Por ello, sus valores medios se indican dentro

del panel correspondiente. Los analisis de regresion lineal y las pruebas de pendiente
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(con un nivel de significancia del 5%) se realizaron con el software InfoStat (version

InfoStat 2017. InfoStat Group, FCA, Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina)... 46

Figura 2. 9. Valores estimados de Tiso) y Ts(s0) en funcion de la acumulacion de TT de
induccion en dormicion secundaria (°Cd) acumulado durante el almacenaje a 19,8 y
23,2 °C para semillas de P. aviculare. Las semillas se obtuvieron de (a) plantas
sembradas a fines del otofio (y expuestas a fotoperiodo natural) y (b) plantas sembradas
a inicios del verano (2015/16). Las unidades de TT se acumularon por encima de una
temperatura umbral de 6 °C. Las lineas gruesas se refieren al limite superior, mientras
que las lineas finas refieren al limite inferior. Las ecuaciones que describen la relacion
entre los parametros con el TT y sus R” se indican dentro de cada panel. Los analisis de
regresion y las pruebas de pendiente (con un nivel de significacion del 5%) se realizaron
con el software InfoStat (version InfoStat 2017. InfoStat Group, FCA, Universidad

Nacional de COrdoba, Arenting). ..........ccceeeeeeevreeeriiuirreeeirieeeesireeeeerreeessereeeeeesraeeessnns 47

Figura 2. 10. Emergencia final de plantulas de P. aviculare (%) obtenida en 7
extracciones realizadas desde abril a enero. Las semillas se obtuvieron de plantas
sembradas a fines de otofio (fotoperiodo natural y +4 h) e inicios de verano (2015/16).
Las semillas se enterraron en el suelo a cosecha: 1 de febrero (D1) para las plantas
sembradas en otofio y el 8 de mayo (D2) para las plantas sembradas a inicios de verano.
Las semillas de plantas sembradas a fines de otofio y cultivadas bajo fotoperiodo natural
fueron enterradas también el 8 de mayo. Las barras representan la media (n= 4) y las
verticales, los errores estandar. Cuadro interno: Produccion potencial de semillas £IC
(95%) modelada en base a las figuras 2.2 y S2.8; calculada para el total de plantulas

emergidas. Supuestos: (i) todas las plantulas emergidas sobreviven, (ii) las condiciones



de crecimiento son Optimas y (iii) la menor produccion de semilla alcanzable es cero....

Figura 2. 11. Emergencia (%) observada de plantulas de P. aviculare a campo vs curvas
de germinacion simuladas. Las simulaciones se realizaron utilizando los modelos
desarrollados con datos de germinacion obtenidos bajo temperaturas de incubacion
constantes (Fig. 2.8 y 2.9), y los modelos que incorporan la respuesta de las semillas a la
alternancia térmica (Fig. S2.7). Las semillas utilizadas en el experimento de campo se
obtuvieron de plantas sembradas en (a) fines de otoio y (b) inicios de verano. Los
simbolos representan la media (n=4) de la emergencia observada a campo y las barras
verticales, el error entandar. El area blanca indica el periodo durante el cual la

emergencia aumentd con el tiempo y el area gris, aquel donde la emergencia disminuyo.

Figura 2. 12. Las columnas horizontales refieren al periodo de germinacion simulado
para semillas de P. aviculare que se dispersaron a mediados de verano (D1) o de otofio
(D2), segtn la figura S2.9. En azul (D1) y en rojo (D2), se representan los periodos
simulados considerando tasas de salida e induccion en dormicién variables (por efecto
del ambiente materno); en amarillo (germinacion para semillas dispersadas en DI,
usando tasas de salida e induccion en dormicion de D2) y en violeta (germinacion para
semillas dispersadas en D2, usando tasas de salida e induccion en dormicion de D1) se
representan escenarios alternativos en los cuales las tasas de salida e induccion en
dormiciéon no son afectadas por el ambiente materno. Dentro de las columnas, las
secciones punteadas indican el periodo en el que todas las plantas son vegetativas; y las
secciones a rayas muestran el periodo en el que coexisten plantas reproductivas y

vegetativas, segun la figura S2.10. La ventana de ocurrencia de heladas esta
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representada por el area gris (la linea punteada negra indica el periodo de maxima
probabilidad, segun la figura S2.8); el gradiente, junto con la flecha en la parte superior,
en grises representan la intensidad de las heladas. El periodo de altas reducciones en la
produccion de semillas se muestra en naranja (Fig. S2.10). El efecto del ambiente
materno sincronizo6 la germinacion y maximizoé el equilibrio entre reducir el riesgo de
dafios por heladas durante la etapa reproductiva y anticipar la emergencia para permitir
una mayor reproduccion. En cambio, en los escenarios alternativos (D1-D2 y D2-D1),
se observo un adelanto o un retraso en el inicio de la germinacion. El adelanto
implicaria un mayor riesgo de dafio por heladas durante la etapa reproductiva de las

plantas. El retraso acortaria el periodo durante el cual las plantas producen semillas. .. 56

Figura 3. 1. Vista del experimento de extension artificial del fotoperiodo llevado a cabo

cOn Plantas de A. AYDFIAUS........cc..eeeeeeieeeeiee ettt 63

Figura 3. 2. (a) Fecundidad por planta, (b) Peso medio de 1000 semillas y (c) Altura
media de las plantas para cada fecha de siembra de A. Aybridus (2015/16). Las columnas
representan la media (n= 16) y las barras horizontales, el error estindar. Letras
diferentes indican diferencias significativas entre medias (p<0,05) seglin la prueba de
comparacion de Tukey realizada con el software InfoStat (version InfoStat 2017.

InfoStat Group, FCA, Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina)......................... 69

Figura 3. 3. Germinacion final (%) de semillas de A. hybridus luego de 0, 5, 10, 25, 60,
75 y 100 d de estratificacion a 4,8 °C (paneles superiores) o almacenaje en seco a 25 °C
(paneles inferiores). Las temperaturas de incubacion se indican sobre cada panel (10,
15, 20, 25, 30 y 35 °C). Las semillas se obtuvieron de plantas sembradas a fines de

invierno, mediados de primavera, fines de primavera, inicios y mediados de verano



(2015/16). Los simbolos representan la media (n= 4) y las barras verticales, el error
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Figura 3. 4. Germinacion final (%) de semillas de A. hybridus incubadas a 10, 15, 20, 25
y 30 °C estratificadas a 9,6 °C (a) o almacenadas en seco a 5 °C (b) durante 0, 5, 10,
25,60, 75 y 100 d. En (a) las semillas se obtuvieron de plantas sembradas a fines de
invierno, fines de primavera y mediados de verano. En (b) las semillas se obtuvieron de
plantas sembradas a fines de invierno e inicios de verano. (c): Germinacion acumulada
(%) durante 15 d de incubacion a 30 °C de semillas de A. hybridus con cubiertas
perforadas luego de 100 d de estratificacion a 9,6 °C o almacenaje en seco a 5 °C. Los

simbolos representan la media (n= 4) y las barras verticales, el error estandar. ............ 71

Figura 3. 5. Germinacion final (%) de semillas de A. hybridus a (a) 25 ° y (b) 20/30 °C
estratificadas a 4,8 °C durante 0, 5, 10, 25, 60, 75 y 100 d. Las semillas se obtuvieron de
plantas sembradas a fines de invierno e inicios de verano (2015/16). Los simbolos

representan la media (n= 4) y las barras verticales, el error estandar................c........... 72

Figura 3. 6. Germinacion final (%) de semillas de 4. hybridus con cubiertas intactas
(lineas llenas) y perforadas (lineas de puntos) a los 0, 5, 10, 25, 60 y 75 d de
estratificacion a 4,8 °C. Las temperaturas de incubacion se indican sobre cada panel (10,
15, 20, 25, 30 y 35 °C). Las semillas se obtuvieron de plantas sembradas a mediados de
verano y que fueron expuestas a fotoperiodo natural corto (+0 h) o a fotoperiodo
extendido +1,5 y +4 h durante la etapa reproductiva (2018). Los simbolos representan la

media (n=4) y las barras verticales, el error estandar. ...........ccccceeevueeriieriieenieeeneens 74

Figura 3. 7. Germinacion (%) de semillas de A. hybridus con cubiertas intactas o

perforadas luego de 0, 25 y 75 d de almacenaje a 25 °C. Las semillas se obtuvieron de
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plantas sembradas (a) a fines de invierno, (b) inicios y (c¢) mediados de verano
(2015/16). Las temperaturas de incubacion figuran en el eje x (25 y 30 °C). En (d):
Espesor de cubiertas seminales de semillas cosechadas de plantas sembradas a fines de
invierno, mediados de primavera y mediados de verano. En (e): Espesor de cubiertas
seminales de semillas cosechadas de plantas a fotoperiodos contrastantes a partir de
floracion (natural o corto vs extendido +4 h). Las columnas representan la media (n= 4)
y las barras verticales, el error estandar. Letras diferentes indican diferencias
significativas entre medias (p<0,05) segln la prueba de comparacion de Tukey realizada
con el software InfoStat (version InfoStat 2017. InfoStat Group, FCA, Universidad
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Figura 3. 8. Emergencia final (%) de plantulas de A. hybridus obtenida en 7 pruebas
realizados a campo de julio a enero. Las semillas se obtuvieron de plantas sembradas a
fines de invierno e inicios de verano (2015/16), enterradas en el suelo el 24 de marzo
(D1, inicios de otofio) y el 21 de mayo (D2, mediados de otofio), respectivamente (como
indican las flechas). Los simbolos representan la media (n= 4) y las barras verticales, el
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Figura 3. 9. Valores estimados de los limites medios poblacionales (Tiso) y Tsso)) del
rango térmico permisivo para la germinacion (paneles superiores) y desvios estandar de
los limites (paneles inferiores) para semillas de A. hybridus en funcion del tiempo de
post-maduracion. Las lineas finas y los circulos corresponden a los valores obtenidos
para las semillas que se estratificaron a 4,8 °C; las lineas gruesas y los cuadrados se
refieren al almacenaje a 25 °C. Las semillas se obtuvieron de plantas sembradas en (a)
fines de invierno, (b) mediados de primavera, (c) fines de primavera, (d) inicios de

verano y (e) mediados de verano (2015/16). Las ecuaciones que describen la relacion



entre los parametros con el tiempo de post-maduracion y los R” se indican en el Cuadro
S3.3. Los andlisis de regresion lineal y pruebas de pendiente (con un nivel de
significancia del 5%) se realizaron con el software InfoStat (version InfoStat 2017.

InfoStat Group, FCA, Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina).......................... 78

Figura 3. 10. (a) Evolucion de la Tyso (lineas continuas) en funcion del tiempo desde D1
para semillas dispersadas en distintos momentos (D1 y D2) debido a cambios en la
fecha de siembra de las plantas (Fig. S3.13); precipitaciones (linea punteada azul); y
temperatura media del suelo registrada en el experimento de campo (linea puenteada
negra). (b) Emergencia promedio registrada a campo (columnas, estimada a partir de la
figura 3.8), germinacion simulada (lineas continuas) y evolucion de la produccion de
semillas por planta £IC (95%) en funcion del tiempo desde D1. La produccion de
semillas por planta se modeld en funcion del momento de emergencia de la planta segin
datos de este trabajo. En negro: Tjs0) y germinacion simulada para semillas que fueron
dispersadas en distintos momentos con distintos niveles de dormicion. En verde: Tyso) y
germinacion simulada para un escenario alternativo, segin el cual las semillas
dispersadas mas tarde presentan el mismo nivel de dormicion que las dispersadas antes.
El 4rea sombreada/rayada verde indica el periodo donde se detectaron variaciones en la

germinacion simulada para cada €SCENATIO. ........ecvueeeeruiieeeiiiiee et 80

Figura 4. 1. Vista de los experimentos con carpas de polietileno y de los invernaculos en
los cuales fueron crecidas las plantas de P. aviculare a partir de floracion bajo diferentes
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Figura 4. 2. Temperatura media diaria registrada durante las etapas de desarrollo y
maduracion de las semillas de P. aviculare en la planta madre en (a) las carpas a alta

(AT) y baja (BT) temperatura, (b) los invernaculos a alta (AT) y baja (BT) temperatura,
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y en el campo. Las flechas verdes indican el fin de cada experimento de ambiente
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Figura 4. 3. Germinacion final (%) de semillas de P. aviculare incubadas durante 15 d a
10, 15, 20, 25 y 10/24 °C luego de 0, 10, 25, 50 y 75 d de estratificacion a 1,6 (a) 4,7 (b)
y 9,2 °C (c). Las semillas se obtuvieron de plantas crecidas en carpas a diferentes
temperaturas (Carpa AT-Alta temperatura, Carpa BT-Baja temperatura, a temperaturas
medias de 25,38+5,61 y 22,46+4,85 °C, respectivamente). Los simbolos representan la

media (n=4) y las barras verticales, el error estandar. .............ccoccceieeriiiiiieneee e, 101

Figura 4. 4. Germinacion acumulada (%) de semillas de P. aviculare incubadas a 10/24
°C (arriba) o 15 °C (abajo) a 0 (agua destilada) o -4 BAR luego de ser estratificadas por
(a) 0, (b) 12 y (c) 82 d a 4,7 °C. Las semillas se obtuvieron de plantas crecidas en
invernaculos a diferentes temperaturas (Invernaculo AT-Alta temperatura, Invernaculo
BT-Baja temperatura, a temperaturas medias de 29,88+4,63 y 20,69+£3,64 °C,
respectivamente). Los simbolos representan la media (n= 5) y las barras verticales, el
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Figura 4. 5. Germinacion acumulada (%) de semillas de P. aviculare a 10/24 °C luego
de (a) 0, 10, 15, 25, 50 y 75 d de estratificacion a 4,7 °C y (b) 0 (i.e. a los 75 d de
estratificacion) 2, 3, 5,7, 12, 17, 19, 22 y 27 d de almacenaje a 24 y 34 °C. Las semillas
provinieron de plantas crecidas en invernaculos a diferentes temperaturas (Invernaculo
AT-Alta temperatura, Invernaculo BT-Baja temperatura, a temperaturas medias de
29,8844,63 y 20,69+3,64 °C, respectivamente). Los simbolos representan la media (n=

5) y las barras verticales, €l error eStandar. .............coccveeeerciieieiciiee e 102



Figura 4. 6. Germinacion acumulada (%) de semillas de P. aviculare incubadas a
cosecha durante 15 d a (a) 10/24 °C y (b) 15 °C. Las semillas se obtuvieron de plantas
crecidas en camaras a diferentes temperaturas (Camara AT-Alta temperatura, Camara
BT-Baja temperatura, a temperaturas medias de 17,70,6 y 27,6+2,1 °C,
respectivamente). Los simbolos representan la media (n= 4) y las barras verticales, el
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Figura 4. 7. Germinacion final (%) a (a) 10/24 °C y (b) 15 °C de semillas de P.
aviculare estratificadas a 4,7 °C durante 0, 10, 25, 50 y 75 d luego de ser expuestas a 20
min de R (intensidad de 28 pmol m™ s™), 20 min de RL (intensidad de 32 pmol m™ s™)
u oscuridad constante. Las semillas se obtuvieron de plantas crecidas en carpas a
diferentes temperaturas (Carpa AT-Alta temperatura, Carpa BT-Baja temperatura, a
temperaturas medias de 25,38+5,61 y 22,46+4,85 °C, respectivamente). Los simbolos

representan la media (n=4) y las barras verticales, el error estandar.......................... 105

Figura 4. 8. Germinacion final (%) a (a) 10/24 °C y (b) 15 °C de semillas de P.
aviculare que fueron estratificadas a 4,7 °C durante 0, 10, 25, 50 y 75 d luego de ser
expuestas a 20 min de R (con una intensidad de 28 pmol m™ s™) u oscuridad constante.
Las semillas se obtuvieron de plantas crecidas en invernaculos a diferentes temperaturas
(Invernaculo AT-Alta temperatura, Invernaculo BT-Baja temperatura, a temperaturas
medias de 29,88+4,63 y 20,69+3,64 °C, respectivamente). Los simbolos representan la

media (n=5) y las barras verticales, el error estandar. .............cccoccceieieiiiiieniiee e, 106

Figura 4. 9. Emergencia final de plantulas de P. aviculare (%) obtenida en 5
extracciones realizadas en el campo. Las semillas se obtuvieron de plantas crecidas en
carpas a diferentes temperaturas (Carpa AT-Alta temperatura, Carpa BT-Baja

temperatura, a temperaturas medias de 25,38+5,61 y 22,46+4,85 °C, respectivamente).
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Las semillas se enterraron el 3 de enero (2018). Las columnas representan la media (n=

4) y las barras verticales, el error eStandar. ............ccoeeeiviiieriiiiieee e, 107

Figura 4. 10. (a) TT de estratificacion requerido para que germine el 25 y el 50% de la
poblacion de semillas de P. aviculare a 10/24 °C en funcion de la temperatura media
experimentada por esas semillas durante su desarrollo y maduracién en la planta madre.
Los modelos se desarrollaron con datos de germinacion final de semillas obtenidas de
los experimentos realizados en carpas (estratificadas a 1,6, 4,7 y 9,2 °C; m) e
invernaculos (estratificadas a 4,7 °C; e). E1 TT se calcul6 considerando una temperatura
umbral de 13,5 °C para la salida de la dormicion (Ver Capitulo 1). Las ecuaciones (IC=
95%) y R? figuran sobre las rectas ajustadas. Las lineas verticales roja (22,5+4.,8 °C;
BT) y azul (25,4+5,6 °C; AT) sefialan la temperatura materna media considerada en
cada simulacién en (b). (b) TT de estratificacion y temperatura del suelo registrada en el
experimento de campo. Las lineas punteadas y las lineas gruesas refieren a las
simulaciones para el 25% y el 50% de la poblacion, respectivamente. Segun la
simulacion, el 25% germinara el 15/06+2 d y el 21/06+2 d y el 50%, el 12/07+2 d y el
24/07+2 d, cuando las semillas provienen de un ambiente de mayor (25,4£5,6 °C; AT) y

menor (22,5+4,8 °C; BT) temperatura, reSpectivamente. .............ccveeeeevveeeeseveeeennnnen. 108

Figura 4. 11. Tiempo de estratificacion (d) a 4,7-4,8 °C (d) requerido para que germine
el 50% de la poblacion de semillas de P. aviculare bajo condiciones optimas (i.e. a
10/24 °C y a la luz) en funcion (a) la temperatura y (b) el fotoperiodo que en promedio
que experimentaron las semillas durante su desarrollo y maduracion en la planta madre.
Para el desarrollo de estos modelos se utilizaron datos obtenidos de plantas sembradas

en distintas fechas y afios (©) y expuestas a distintos fotoperiodos (®) maternos



(Capitulo 2) y temperaturas (®). Los coeficientes de correlacion, las ecuaciones de la
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Figura 5. 14. Emergencia final (%) de plantulas de P. aviculare para distintas fechas de
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cultivo a alta densidad) o plantas aisladas (SC-Sin cultivo), 2017. En (b), los frutos
provinieron de plantas crecidas durante sus etapas reproductivas bajo condiciones
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etapas reproductivas bajo diferentes R:RL (|R:RL y R:RL) y sin filtros, 2017. Las
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Figura 6. 1. Diagrama de los cambios en el nivel de dormicion de semillas de P.
aviculare a lo largo del tiempo considerando el efecto de la fecha de siembra de la
planta madre sobre las tasas de salida e induccion en dormicion y las respuestas a la luz
y a la alternancia térmica. Variaciones en la fecha de siembra determinaron cambios en
el ambiente de maduracion y el momento de dispersion de las semillas: en azul (semillas
maduradas y dispersadas mas tempranamente) y rojo (semillas maduradas y dispersadas
mas tardiamente). Semillas maduradas y dispersadas mas temprano presentaron una
menor tasa de salida e induccion en dormicion que las dispersadas mas tarde. A su vez,
semillas dispersadas antes presentaron mayores requerimientos de luz y alternancia
termina que aquellas dispersadas mas tarde. Se desconoce si las condiciones
experimentadas por las semillas determinan cambios en la respuesta de estas al
contenido de agua del suelo. En verde: cambios en el nivel de dormicion de semillas
maduradas y dispersadas en un mismo momento, pero que fueron expuestas a
variaciones en el ambiente debido a la presencia de un canopeo durante su desarrollo y
maduracion en la planta madre. Estas semillas mostraron una mayor tasa de ampliacion
del rango térmico permisivo para la germinacion durante la salida de la dormicion, asi

como menores requerimientos de alternancia térmica y luz para germinar. Las llaves
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representan las tasas afectadas por el efecto materno; a mayor tamafio, mayor tasa.
Adaptado de Benech-Arnold et al. (2000) y del marco conceptual propuesto por Batlla y
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Figura 6. 2. Cambios estacionales en el rango térmico permisivo para la germinacion y
su relacion con la temperatura del suelo, considerando el efecto del ambiente materno
en semillas de (a) P. aviculare y (b) A. hybridus. El momento de maduraciéon y
dispersion de las semillas se especifica en cada figura. La Tgso) se representa con lineas
continuas y la Tise), a rayas. La evolucion de los limites muestra algunas diferencias
relacionadas con caracteristicas propias de cada especie y con la metodologia empelada
para su determinacion. En P. aviculare, las variaciones en el nivel de dormicion se
cuantificaron como cambios en la tasa a la cual se ampli6 (Fig. 2.8) y estrecho (Fig. 2.9)
el rango térmico, mientras que no se detectaron diferencias en el nivel de dormicion a la
dispersion. En 4. hybridus (b), estas variaciones fueron principalmente explicadas por
los distintos niveles de dormicion cuantificados a la dispersion (Fig. 3.9). Las flechas
grises sefialan el hecho de que se desconoce si estas semillas presentan dormicion
secundaria, pero en funcion de la dinamica de emergencia observada en este y otros
trabajos (Kruk 1992; Faccini y Vitta 2005), el esquema lo sugiere como una posibilidad.
La linea punteada negra representa la temperatura del suelo. El area sombreada en verde
en (a) y (b) muestra el periodo en el que se produce la emergencia para el 50% de la
poblacion debido al ingreso de la temperatura del suelo al rango térmico permisivo para
la germinacion de dicha fraccion de la poblacion (ingreso que ocurre mas temprano en
P. aviculare que en A. hybridus). Modificado de Probert (1992), adaptado de Benech-

AOld et al. (2000)......c.uiiiieeiiie ettt ee et e et e e et e e eare e e e abaeaeennbaeeene 159



Figura 6. 3. (a) Representacion esquematica de corte longitudinal de una semilla (fruto
aquenio) de P. aviculare y sus componentes afectados por la presencia de un canopeo
durante su formacion en la planta madre. (b) Representaciéon esquematica de corte
transversal de una semilla de A. hybridus y componentes afectados por el atraso de la
fecha de siembra de la planta madre, que determina la exposicion de las semillas a un

fotoperiodo Materno MAS COTLO. ... ..cciuiriiirerieieeriiieee ettt eeeeieee e e eebreeeerreeeeeesaeeeenraeeens 165
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RESUMEN

El objetivo de esta tesis fue estudiar el efecto del ambiente materno sobre el nivel de
dormicidén y la emergencia a campo en semillas de Polygonum aviculare y Amaranthus
hybridus. Para ello se obtuvieron semillas de plantas (i) sembradas en diferentes fechas,
(i1) expuestas a variaciones en el fotoperiodo, la temperatura, la RFA y la R:RL de la
luz, y (iii) expuestas a un canopeo vegetal. Las semillas obtenidas fueron almacenadas
bajo diferentes condiciones o enterradas en el campo para evaluar su germinacion y
emergencia, respectivamente. Los resultados mostraron que, en ambas especies, la fecha
de siembra afect6 el nivel de dormicion las semillas. Este efecto determiné que semillas
maduradas en diferentes momentos sincronizaran temporalmente su emergencia dentro
del periodo que permite a los nuevos individuos maximizar su capacidad reproductiva.
El fotoperiodo y la temperatura participarian de esta regulacion. Por otro lado, las
semillas de P. aviculare que maduraron debajo de un canopeo presentaron una menor
dormicién y una mayor emergencia que aquellas que no fueron expuestas al canopeo, lo
cual se asocio a cambios en la composicion y el grosor de las cubiertas, y en el potencial
de crecimiento del embrion. Las variables luminicas mas afectadas por la presencia de
un canopeo, la R:RL y la RFA, mostraron efectos antagonicos, sugiriendo que el efecto
del canopeo se debio alos cambios en la cantidad de RFA. A su vez, los resultados
obtenidos sugieren que la temperatura no esta involucrada en esta regulacion. Asi,
mientras la regulacion ambiental que ejercen el fotoperiodo y la temperatura
contribuiria a sincronizar la emergencia de la descendencia, el efecto del canopeo se
asociaria con la posibilidad de que cierta fraccion de la poblacion desarticule su
emergencia en relacion a la de sus competidores.

Palabras clave: Ambiente materno, canopeo, dormicion de semillas, emergencia, fecha

de siembra, fotoperiodo, modelos predictivos, RFA, R:RL, temperatura.



ABSTRACT

The aim of this thesis was to study the effect of the maternal environment on seed
dormancy and subsequent field emergence patterns in Polygonum aviculare and
Amaranthus hybridus seeds. To achieve these goals, seeds were obtained from plants (i)
sown at different dates, (ii) exposed to variations in the photoperiod, the temperature,
the incident PAR, and the R:FR ratio. Results showed that, in both species, the sowing
date affected seed dormancy. This effect determined that seeds matured at different
times were able to temporally synchronize the emergence with that period that
guarantees the greatest reproductive output of the new individuals. Photoperiod and
temperature would be associated with this regulation. In addition, P. aviculare seeds
matured under the presence of a vegetative canopy presented a lower dormancy and
higher emergence than those obtained from plants that were kept away from the canopy,
which was associated to changes in seed coat composition and thickness and changes in
embryo growth potential. The light variables more affected by the presence of a
vegetative canopy, the R:FR ratio and the incident PAR, showed antagonistic effects,
suggesting that canopy effect resulted from changes in the PAR quantity. Moreover,
results suggest that the temperature is not involved in this regulation. In summary, while
temperature and photoperiod could be factors associated with emergence
synchronization, the responses to the presence of a canopy seem to be related with the
possibility of desynchronizing the emergence of certain fraction of the seed population
in relation to neighbors” emergence. The results presented in this work show the
relevant ecological role of the maternal environment on seed dormancy in both species.
Keywords: Canopy, emergence, maternal environment, PAR, predictive models,

photoperiod, R:FR, seed dormancy, sowing date, temperature.



CAPITULO 1

Introduccién general: revision de antecedentes y presentacion del problema

1.1. Introduccion general

Las malezas constituyen un problema persistente en los sistemas agricolas, ya que
determinan importantes pérdidas econdmicas a través de sus efectos directos sobre el
rendimiento de los cultivos y la calidad de los productos cosechados (Oerke 2006). A su
vez, las malezas provocan efectos indirectos, como el aumento de los costos de
produccion y efectos ambientales, los cuales incluyen consecuencias sobre la
biodiversidad, el funcionamiento de los ecosistemas, servicios ecosistémicos y otras
externalidades como la contaminacion (Buhler et al. 1997; Simberloff et al. 2013). Esto,
en combinacion con el aumento constante en el niimero de biotipos resistentes a
herbicidas, refuerza la idea de que las estrategias de control y manejo de las malezas
deben progresar para mantenerse al frente de los procesos de evolucion y adaptacion de
las malezas, y para posibilitar el desarrollo de tecnologias de control mas eficaces y
sustentables (Buhler et al. 1997; Neve et al. 2009; Westwood et al. 2018).

Para minimizar las pérdidas de rendimiento de los cultivos y mantener bajos niveles
de poblacion de malezas a largo plazo es de suma importancia comprender las bases
bioldgicas y ecoldgicas que subyacen al proceso de enmalezamiento, asi como
determinar las etapas fenoldgicas que son criticas en su regulacion (Radosevich et al.
1997). Esto incluye no s6lo lograr un conocimiento mas profundo de aspectos como el
crecimiento y el desarrollo de las plantas, las respuestas al estrés, la adaptacion de las
poblaciones en respuesta a presiones de seleccion, sino también mejorar la capacidad de
predecir aquellos procesos que aseguren el éxito de las malezas en contextos variables.

Un proceso considerado clave en este sentido es el fendomeno de la emergencia. Por un



lado, desde un punto de vista agronémico, la emergencia se considera una ventana
critica para la aplicacion de practicas de control porque las plantas son mas vulnerables
en el estado de plantulas (Fenner 1987; Radosevich et al. 1997). Por lo tanto, el éxito de
estas practicas depende, en gran medida, de alcanzar al mayor niimero de individuos en
dicho estado (Batlla y Benech-Arnold 2007). En este sentido, el desarrollo de modelos
que permitan predecir qué proporcion del banco de semillas germinara en un momento
dado seria una herramienta util para determinar el momento mas adecuado para el
control de las malezas y, en consecuencia, aumentar la eficacia de los métodos de
control (Allen et al. 2007; Batlla y Benech-Arnold 2007, 2010). Ademas, estos modelos
podrian emplearse para tomar decisiones orientadas al manejo de las malezas
relacionadas con el disefio del cultivo, tales como la eleccion de la densidad, el sistema
de rotacion y la fertilizacion, entre otras (Murphy y Lemerle 2006).

Desde una perspectiva ecoldgica, el momento en que emergen las malezas es critico,
ya que determina las condiciones ambientales y de competencia que las plantas
exploraran durante su ciclo de vida. Por lo tanto, el momento de emergencia impactara
directamente sobre la capacidad reproductiva (entiéndase como ‘reproductive fitness’)
de los individuos (Kalisz 1986; Donohue 2009; Burghardt et al. 2015; Gremer et al.
2019). Esto puede afectar el tamafio del banco de semillas del suelo, e influir sobre la
dindmica de las poblaciones, la adaptacion local y la persistencia de las especies (Kalisz
y McPeek 1992; Donohue et al. 2010; Levine et al. 2011; Gremer y Venable 2014);
estos procesos son determinantes del tamafio que alcanzan las poblaciones de malezas
en los sistemas agricolas. Ademas, existen evidencias que indican que en un contexto de
cambio climatico, las variaciones en las condiciones ambientales podrian afectar
procesos asociados con la temporalidad de la emergencia (Kimball et al. 2010; Levine et

al. 2011; Huang et al. 2016). Por lo tanto, ser capaces de predecir los patrones



temporales de emergencia de las malezas contribuiria no s6lo a mejorar la aplicacion de
tacticas de control y decisiones de manejo de cultivos, sino que también serviria para
simular y comprender cémo podrian las poblaciones y las comunidades responder a
escenarios ecologicos y climaticos actuales y futuros.

Dado que las semillas de numerosas especies maleza presentan dormicion, la
emergencia en estas especies depende de los cambios que experimentan los bancos de
semillas en su dinamica estacional de salida y entrada en dormicion (Batlla y Benech-
Arnold 2010). En base a esto, se han desarrollado marcos conceptuales y modelos que
permiten analizar y simular la dindmica de la dormicion en funcion de los factores
ambientales que la regulan. Estos modelos suelen tener como punto de partida el
momento en que las semillas son dispersadas e ingresan al banco de semillas del suelo.
Se ha demostrado, sin embargo, que en numerosas especies el nivel de dormicion que
presentan las semillas al momento de su dispersion es fuertemente afectado por las
condiciones ambientales que estas experimentaron durante su desarrollo y maduracion
en la planta madre, fenomeno que en el marco de este trabajo se define como “efecto del
ambiente materno”. A pesar de los avances logrados, es posible afirmar que se
desconoce de qué forma y con qué magnitud el ambiente explorado por las semillas
durante su desarrollo y maduracion podria afectar la dindmica de la dormicion de los
bancos del suelo y la ubicacion temporal de la ventana de emergencia en el campo.
Establecer y, eventualmente, cuantificar la forma en que opera el efecto del ambiente
materno permitiria ampliar nuestro entendimiento sobre el comportamiento de las
malezas en escenarios variables, asi como aumentar la capacidad predictiva y
explicativa de los modelos y marcos conceptuales existentes, contribuyendo al manejo
futuro de las poblaciones naturales y al desarrollo de practicas de control y estrategias

de manejo de malezas mas eficaces y sustentables (Footitt et al. 2019).



1.1.1. Definicion y caracterizaciéon de la dormicion

La dormicién puede ser definida como un atributo propio de las semillas que impide
su germinacion bajo condiciones hidricas, térmicas y gaseosas que, en otras
circunstancias, hubieran sido apropiadas para la germinacion (Benech-Arnold et al.
2000). Se trata de una caracteristica adaptativa compleja influenciada por numerosos
genes y factores ambientales que interactuan determinando las condiciones requeridas
para la germinacion (Koornneef et al. 2002; Finch-Savage y Footitt 2012). Es posible
diferenciar distintos tipos de dormicion. En semillas que presentan dormicion
fisioldgica, la dinamica de la dormicidon es, al menos en parte, mediada por variaciones
en el contenido y la sensibilidad de los tejidos a distintas hormonas vegetales, como el
ABA (hormona responsable de la imposicion y el mantenimiento de la dormicion) y las
GAs (hormonas que promueven la germinacion al aumentar el potencial de crecimiento
del embrion y debilitar los tejidos que rodean la radicula). Se ha propuesto que la
dormicion depende de la ABA:GA. Asi, mientras el mantenimiento de la dormicion
depende de una alta relacion entre ambas hormonas, la salida de la dormicién implica
una disminucion de la ABA:GA (Finch-Savage y Leubner-Metzger 2006). La
dormicion puede estar impuesta al embrion o impuesta por las cubiertas de la semilla
y/o del fruto. Las cubiertas pueden imponer dormicion mediante (i) la restriccion a la
liberacion de inhibidores, la entrada de agua o el intercambio gaseoso, (ii) la restriccion
mecanica a la expansion del embrion, (iii) el suministro de inhibidores al embrion y/o
(iv) la filtracion de la luz que llega al embrion (Debeaujon et al. 2007; Kucera et al.
2005). Existen, ademas, otros tipos de dormicion: morfoldgica (cuando los embriones
estan subdesarrollados y sélo requieren tiempo para crecer y germinar), fisica (dada por
cubiertas impermeables al agua) y las combinaciones morfo-fisiologica y fisico-

fisiologica (Baskin y Baskin 2004). Sin embargo, la dormicion fisiologica es la forma



de dormicion predominante en semillas de especies de climas templados (Finch-Savage
y Leubner-Metzger 2006).

La dormicion no es un caracter cualitativo de las semillas sino que, por el contrario,
puede variar en una escala continua de grados (Vegis 1964). Por ello es preciso hablar
de niveles de dormicion. Para abordar los cambios estacionales en el nivel de dormicion
de los bancos de semillas resulta necesario primero distinguir la dormicion primaria y la
dormicion secundaria (Fig. 1.1). Segin Karssen (1982), dormicion primaria es la que
presentan las semillas al momento de la dispersion de la planta madre. En cambio,
dormicién secundaria es aquella que puede ser inducida en semillas no dormidas o re-
inducida en semillas que han salido o presentan un bajo nivel de dormicion (Batlla y
Benech-Arnold 2010).

Los cambios en el nivel de dormicién son graduales. Usualmente las semillas son
dispersadas de la planta madre con un nivel relativamente alto de dormicion primaria, el
cual disminuye conforme pasa el tiempo (Fig. 1.1). Cuando el nivel de dormicion es
relativamente bajo germinara una fraccion variable de la poblacion de semillas en
funciéon de las condiciones ambientales imperantes. Otra fraccion, dada ciertas
condiciones, puede entrar en dormicion secundaria (Benech-Arnold et al. 2000; Batlla y
Benech-Arnold 2010). Asi, la salida de la dormicion primaria seguida de subsecuentes
re-inducciones en dormicion secundaria suele determinar la existencia de ciclos
estacionales de cambios en el nivel de dormicion en semillas de numerosas especies
malezas que componen el banco de semillas del suelo (Courtney 1968; Baskin y Baskin

1985).
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Figura 1. 1. Cambios estacionales en el rango de temperaturas permisivas para la germinacion y
su relacion con la dindmica de la temperatura del suelo. La temperatura maxima o limite
superior (Ts, en r0jo) y minima o limite inferior (T}, en negro) comprenden el rango dentro del
cual la dormicién no se expresa para distintas fracciones de la poblacion (10, 50 0 90%). El area
verde muestra el periodo en el que se produce la germinacion para el 50% de la poblacion
debido a la superposicion entre la temperatura del suelo y las temperaturas permisivas para la
germinacion de dicha fraccion de la poblacion en (a) una especie primavero-estival y (b) una
especie otoflo-invierno facultativa. El momento en que se dispersan las semillas esta
identificado dentro de cada panel. En especies primavero-estivales la dispersion ocurre a fines
de verano/inicios de otofio, las bajas temperaturas del suelo del otofio e invierno determinan la
salida de la dormicion primaria, y el aumento de la temperatura posterior, la inducciéon en
dormicion. Los cambios en el nivel de dormicion suelen ocurrir, principalmente, a expensas de
variaciones en la T,. En las especies otono-invernales (b), las semillas son dispersadas en
verano; las altas temperaturas que encuentran en el suelo determinan la salida de la dormicion
primaria, mientras que las bajas temperaturas de otofio e invierno promueven la induccion en
dormicién. Estos cambios se traducen principalmente en variaciones en la Ts. Modificado de
Probert (1992) y Benech-Arnold et al. (2000).

El nivel de dormicioén que presenta una determianda poblacion de semillas establece
el rango de condiciones ambientales en el que las semillas son capaces de germinar
(Fig. 1.1 y 1.2). Asi, en relacion a la temperatura, semillas con un alto nivel de
dormicién son capaces de germinar en un estrecho rango de temperaturas. Conforme
esas semillas salen de la dormicion, el rango de temperaturas en el que pueden germinar
se amplia, lo que equivale a decir que la dormicion se expresa en un rango limitado de
temperaturas (Benech-Arnold et al. 2000; Batlla y Benech-Arnold 2015). Por ejemplo,

en semillas de especies primavero-estivales, la ampliacion del rango térmico permisivo



para la germinacion suele manifestarse como incrementos en la capacidad de las
semillas de germinar a temperaturas cada vez menores (Fig. 1.1a). Contrariamente, en
especies otofio-invernales, la ampliacion del rango térmico suele deberse,
principalmente, a cambios en la capacidad de las semillas de germinar a altas
temperaturas (Fig. 1.1b). Por su parte, la inducciéon en dormicion secundaria suele
implicar un estrechamiento del rango de temperaturas permisivas para la germinacion
(Fig. 1.1 y 1.2), lo que equivale a decir que la expresion de la dormicion se produce en
un rango térmico cada vez mas amplio (Benech-Arnold et al. 2000; Batlla y Benech-
Arnold 2015). Continuando con el ejemplo anterior, este estrechamiento del rango
térmico permisivo para la germinacion suele manifestarse como una reduccion de la
capacidad de germinar, principalmente a bajas temperaturas en semillas de especies
primavero-estivales (Fig. 1.1a), y a altas temperaturas en semillas de especies otofio-
invernales (Fig. 1.1b). Por ello, la dormicién es un caracter fuertemente vinculado a la
capacidad adaptativa de las plantas al permitirles restringir su ventana de emergencia a
aquel periodo que resulta adecuado para su establecimiento y posterior desarrollo.

Los cambios en el nivel de dormicion de las semillas pueden ser descriptos a través
de los parametros que permiten caracterizar la amplitud del rango de temperaturas
permisivas para la germinacion, es decir, las temperaturas minima y maxima a la cual
las semillas son capaces de germinar. Estos parametros suelen ser denominados limites
inferior (T)) y superior (Ts) del rango térmico permisivo para la germinacion (Ellis et al.
1986; Washitani 1987; Batlla y Benech-Arnold 2015). Dado que el nivel de dormicion
suele diferir entre los individuos que componen a la poblacion de semillas, se considera
que los limites térmicos se distribuyen normalmente dentro de la poblacion (Batlla y
Benech-Arnold 2015). Estas diferencias se manifiestan como variaciones en el valor de

la temperatura del limite inferior, T}, y superior, Ts, del rango térmico entre las distintas



fracciones que componen a la poblacion de semillas (en el ejemplo de la figura 1.1 se
observan las variaciones para el 10, 50 y 90% de la poblacion). En base a esta
conceptualizacion, se han desarrollado distintos modelos con el fin de predecir los
cambios en el rango térmico permisivo para la germinacion en semillas de distintas
especies maleza (entre ellos: Bouwmeester y Karssen 1992; Vleeshouwers y
Bouwmeester 2001; Batlla y Benech-Amold 2003; Malavert et al. 2017). De acuerdo a
este marco conceptual, la germinacion y subsecuente emergencia normalmente tienen
lugar cuando las condiciones ambientales se superponen con el rango de condiciones
permisivas para la germinacion, es decir cuando la temperatura del suelo ingresa al
rango térmico (i.e. aquel limitado por la T; y la Ts) dentro del cual la dormicioén no se
expresa (Fig. 1.1). Por lo tanto, para predecir la germinacion y la emergencia de las
malezas en el campo resulta necesario estimar los parametros térmicos poblacionales
que caracterizan el nivel de dormicion (y sus respectivos desvios estandar) en funcion
de las variables del ambiente que los modulen.
1.1.2. Factores ambientales que modulan el nivel de dormicion de las semillas

En general, el nivel de dormicioén disminuye en respuesta a factores ambientales que
caracterizan a las estaciones que preceden a los periodos con condiciones favorables
para el establecimiento y posterior desarrollo de las plantas; y aumenta en respuesta a
factores que caracterizan a los periodos que preceden a las estaciones que resultan
adversas (Karssen 1982). El principal factor ambiental que modula estos cambios es la
temperatura, en interaccion con el contenido hidrico del suelo (Fig. 1.1 y1.2; Batlla y
Benech-Arnold 2010, 2015). Asi, en especies primavero-estivales, la salida de Ia
dormicion primaria suele ocurrir cuando las semillas embebidas son expuestas a las
bajas temperaturas del otofio y el invierno (estratificacion; Baskin y Baskin 1985). Esto

determina que la germinacioén ocurra en primavera, lo cual asegura a las plantas ubicar



su periodo reproductivo cuando el riesgo de dafio por helados es menor. Por el
contrario, la induccion en dormicion suele ser promovida por las altas temperaturas del
fin de la primavera y del verano. Por su parte, las semillas de especies otofio-invernales
suelen mostrar el patron inverso: las altas temperaturas del verano promueven la salida
de la dormicion y las bajas temperaturas de otofio e invierno, la induccion (Karssen
1982; Batlla y Benech-Amold 2010). Estas dindmicas evidencian el valor adaptativo de
la dormicioén, al acotar la ventana de emergencia a aquella estacion que resulta adecuada

para el posterior desarrollo de las plantas (Karssen 1982).
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Figura 1. 2. Cambios en el nivel de dormicion en funcion del tiempo. Estos cambios son
modulados principalmente por la temperatura e implican variaciones en el rango térmico
permisivo para la germinacion y en la sensibilidad de las semillas a otros factores, como la luz 'y
temperaturas alternadas (Batlla y Benech-Arnold 2010; 2015). Dentro del periodo de ‘minima’
dormicién se encuentra la oportunidad temporal de emergencia, durante la cual la germinacion
para cada fraccion de la poblacion ocurre a una tasa que depende de la temperatura y del
contenido de agua del suelo. Se desconoce si estos cambios en el nivel de dormicion de las
semillas post-dispersion son afectados por el ambiente materno. Adaptado de Benech-Arnold et
al. (2000).
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1.1.3. Factores ambientales que terminan la dormicion

En muchas especies, la dormicion impone, ademas, una serie de restricciones para la
germinacion que solamente son eliminadas luego de que la semilla haya sido expuesta a
sefales o factores ambientales especificos (Fig. 1.2). Si bien es posible mencionar
distintos factores (nitratos, etileno, didoxido de carbono, entre otros), la luz y las
temperaturas alternadas constituyen las sefiales mas importantes y el tipo de
requerimiento mas frecuente en semillas adaptadas a los agroecosistemas (Benech-
Arnold et al. 2000; Finch-savage y Footitt 2017). Estos factores consisten en sefiales
asociadas al ambiente inmediato percibido por las semillas, el cual es alterado, por
ejemplo, por la presencia y disposicion de un canopeo vegetal, o la profundidad de
entierro de las semillas en el suelo, que determinan variaciones en la composicion
espectral de la luz y la amplitud térmica. En semillas que presentan estos requerimientos
adicionales para terminar la dormicion (Benech-Arnold et al. 2000), las variaciones en
el nivel de dormicion suelen expresarse no s6lo como cambios en la amplitud del rango
térmico permisivo para la germinacion, sino también como cambios en la sensibilidad
de las semillas a los factores que terminan la dormicion (Batlla y Benech-Arnold 2010).

En cuanto a la respuesta a la luz, el estimulo luminico es percibido por las semillas a
través de fotorreceptores especificos (pigmentos no fotosintéticos), particularmente los
pertenecientes a la familia de los fitocromos. Estos fotorreceptores median muchas
respuestas al sombreado por la vegetacion al detectar cambios en la R:RL, aunque
también pueden provocar respuestas al sombreado al detectar cambios en la irradiancia
total (Aphalo et al. 1999). Los fitocromos presentan dos formas inter-convertibles: la
inactiva (Pr) y activa (Pfr) para la terminacioén de la dormicion, las cuales presentan su
maxima absorcion alrededor de los 660 nm (luz R) y los 730 nm (luz RL),

respectivamente; aunque existe una superposicion considerable entre los espectros de
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absorcion de ambas formas, asi como también un pico secundario de absorbancia en la
region de la luz azul (Casal y Sanchez 1998; Casal et al. 2003). Los fitocromos son
sintetizados en las semillas en la forma Pr y la proporcion que pasa a la forma activa
depende del ambiente luminico (i.e. composicion espectral de la luz e irradiancia) al que
las semillas -embebidas- son expuestas. A través de la conversion del fitocromo a Pfr
(que aumenta la Pfr:Ptotal), la luz desencadena la sintesis de GAs (Kucera et al. 2005;
Seo et al. 2009). Esta respuesta implica una inmediata acumulacion de GAs que
determina la activacion de distintos mecanismos (i.e. degradacion de la pared celular,
aumento del potencial de crecimiento del embrion, etc.), los cuales provocan la
terminacion de la dormicion y la consecuente germinacion.

La luz puede promover o inhibir la germinacion, dependiendo de su composicion
espectral (Cumming 1963; Fenner 1980), el estado fisiologico de las semillas y otros
factores como la temperatura. El balance entre fitocromos, dependiente del ambiente
luminico, determina, a su vez, la existencia de distintos tipos de respuesta.
Frecuentemente, las semillas presentan un tipo de respuesta conocida como LFR, la cual
se satura con altos niveles de Pfr, como los obtenidos al exponer a las semillas a un
pulso saturante de luz R, y puede anularse o revertirse por completo si el contenido de
Pfr se reduce con un pulso de RL (Scopel et al. 1991). Este tipo de respuesta reversible
ha generado un considerable interés por su vinculacion con la regulacion de la
germinacion bajo las condiciones luminicas que suelen experimentar las semillas
ubicadas bajo el canopeo de un cultivo (Cumming 1963; Smith 1973; Frankland y
Taylorson 1983). Asimismo, ciertos procesos mediados por fitocromos pueden ser
provocados por tratamientos luminicos que establecen bajos niveles de Pfr (Scopel et al.
1991). Se trata de la respuesta VLFR, la cual se satura con la cantidad de Pfr que se

produce al exponer a las semillas a un pulso saturante de RL (Botto et al. 1996; Casal y
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Sanchez 1998); esto se explica por el solapamiento existente entre los espectros de
absorcion de ambas formas de fitocromo (Pfr y Pr) que imposibilita obtener valores
nulos de Pfr o Pr. Un tercer modo de accion denominado respuesta de alta irradiancia
(HIR) tiene lugar cuando la exposicion prolongada al RL inhibe la germinacion,
antagonizando con la respuesta LFR (Hartmann, 1966; Frankland y Taylorson 1983;
Arana et al. 2007). Finalmente, en ocasiones las semillas son capaces de germinar
cuando se incuban en oscuridad, lo cual puede indicar que una determinada proporcion
de Pfr ya estaba presente en las semillas y/o que la germinacion no requiere Pfr (Casal y
Sanchez 1998).

A su vez, las semillas de numerosas especies responden a las temperaturas alternadas
(Thompson y Grime 1983; Batlla y Benech-Arnold 2015). La respuesta de las semillas a
este factor es todavia un proceso fisioldégico poco comprendido (Kendall y Penfield
2012). A menudo, estas respuestas son mayores o solo se detectan si las semillas estan
también expuestas a otras sefiales como la luz, de manera tal que se producen
interacciones positivas entre ambos factores (Vincent y Roberts 1977; Arana et al.
2017). Los atributos mas importantes que determinan el efecto de las temperaturas
alternadas son la amplitud del ciclo, la temperatura media, los periodos relativos por
encima y por debajo de la temperatura media durante cada ciclo de exposicion (i.e. serie
consecutiva de alternancias idénticas) y el nimero de ciclos, caracteristicas que varian
con la profundidad de entierro de las semillas en el suelo. Por ello, la alternancia
térmica es una sefial ambiental que se encuentra vinculada a la posibilidad de las
semillas de detectar su distribucion en el perfil del suelo. Al igual que la luz, su rol
ecoldgico ha sido asociado a un mecanismo que permite a las semillas percibir si las
condiciones inmediatas son adecuadas para la germinacion y su posterior

establecimiento y desarrollo.
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1.1.4. Efecto del ambiente materno sobre la dormicion

El nivel de dormicion primaria de las semillas al momento de su dispersion esta
determinado genéticamente y es fuertemente influenciado por las condiciones
ambientales que estas experimentaron durante su desarrollo y maduracion en la planta
madre, fendomeno comunmente denominado “efecto del ambiente materno” (Roach y
Wulff 1987; Fenner 1991). El efecto del ambiente materno determina la existencia de
complejas interacciones entre los descendientes y los genotipos maternos que influyen
no solo sobre el fenotipo de las semillas, sino también sobre el de las plantulas y plantas
adultas. Este fendmeno surge de la contribucion de la planta madre al fenotipo de su
descendencia que ocurre mas alld de la contribucién cromosoémica esperada de cada
padre y puede operar a través de distintos mecanismos. Por ejemplo, se ha demostrado
que existen variaciones en la ABA:GA, la sintesis de ABA y la sefializacion de GAs (lo
cual sugiere variaciones en la fisiologia de los embriones) ante cambios en el ambiente
en que maduran las semillas (Kendall et al. 2011). A su vez, en numerosas especies se
ha detectado que variaciones en el ambiente materno determinan cambios en el grosor y
la composicion de las cubiertas de las semillas y/o frutos (Penfield y MacGregor 2017).
En general, se ha documentado que aquellas semillas maduradas en la planta madre bajo
condiciones ambientales que determinan un menor nivel dormicion a la dispersion
suelen presentar cubiertas mas delgadas (Karssen 1970; Pourrat y Jacques 1975;
Ceccato et al. 2015). Ademas, este efecto puede actuar a través del suministro de
recursos y otras hormonas (que puede influir en el metabolismo de las semillas y la
expresion génica durante el desarrollo e incluso durante la post-dispersion), efectos
genéticos causados por la herencia materna de plastidos, o bien, mediante la
determinacion del ambiente post-dispersion (Roach y Wulff 1987; Galloway 2001a,

2005, Donohue 2009, 2013).
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El efecto del ambiente materno sobre la dormicion y la capacidad de germinar de las
semillas ha sido estudiado en varias especies y se ha determinado la influencia
significativa de una amplia gama de factores ambientales (Roach y Wulff 1987; Fenner
1991; Gutterman 2000; Macgregor et al. 2015). Por ejemplo, se ha encontrado en varias
especies una relacion negativa entre la temperatura durante la etapa de desarrollo y
maduracion de las semillas y el nivel de dormicion primaria que estas presentan al
momento de su dispersion (Steadman et al. 2004; Kendall et al. 2011; Kendall y
Penfield 2012; Penfield y Springthorpe 2012; Chen et al. 2014; Macgregor et al. 2015);
asi como una relacion positiva entre esta ultima y la longitud del dia (Kigel et al. 1977;
Munir et al. 2001; Imaizumi et al. 2017). En algunas especies, atrasos en la fecha de
siembra determinan una disminucion del nivel de dormicion de las semillas (Ceccato et
al. 2015). Ademas, otros factores han evidenciado una marcada influencia sobre el nivel
de dormicion primaria: el ambiente luminico, la disponibilidad de agua y nutrientes, asi
como la herbivoria y las interacciones competitivas. En relacion al ambiente luminico,
en general, se ha encontrado una relacion positiva entre el nivel de dormicion de las
semillas y la cantidad de radiacion (Sanchez et al. 1981). En cuanto a la calidad de la
luz, la relacion R:RL a la que son expuestas las semillas durante su desarrollo y
maduracion ha sido sefialada como un factor clave para la determinacion de los
requerimientos de luz para germinar en semillas maduras. Esto fue investigado
inicialmente por Mccullough y Shropshire (1970) quienes encontraron que la capacidad
de germinar en oscuridad en Arabidopsis thaliana era mayor en semillas obtenidas de
ambientes ricos en luz R. Estudios posteriores revelaron que estos efectos eran el
resultado de variaciones de la R:RL incidente sobre la semilla durante su formacion en
la planta madre (Cresswell y Grime 1981; Schmitt y Wulff 1993; Orozco-Segovia et al.

2000; Vayda et al. 2018). En funcion de esto, se ha considerado extensamente que el
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efecto de la presencia de un canopeo consistiria en aumentar el nivel de dormicion de
las semillas debido a la reduccion que genera en la R:RL del ambiente luminico.

Trabajos relativamente recientes muestran que el efecto del ambiente materno no
tendria s6lo el potencial de influir sobre la dindmica de la dormicion primaria de las
semillas, sino también sobre la induccién en dormicioén secundaria (Auge et al. 2015;
Coughlan et al. 2017; Edwards et al. 2016). En lineas generales, estos trabajos sefialan
que las condiciones del ambiente que promueven la induccion en dormiciéon primaria
durante la maduracion de las semillas determinarian una mayor sensibilidad de las
semillas a aquellos factores que determinan la induccion en dormicion secundaria (Fig.
1.2). Sin embargo, estos efectos han sido estudiados en poca profundidad (Auge et al.
2015; Coughlan et al. 2017) y en pocas especies (la mayoria de estos estudios se
realizaron utilizando la especie A. thaliana).

Aunque diversos factores ambientales han sido estudiados en relacion a su efecto
materno, estos han sido mayoritariamente analizados de forma individual y bajo
condiciones controladas. Por ello, es posible afirmar que se desconoce la importancia
relativa que cada uno de ellos podria tener sobre el nivel de dormiciéon en una especie
determinada (Donohue 2013); asi como el impacto que podrian determinar sobre la
emergencia, la dinamica poblacional y la capacidad reproductiva de las plantas (Fenner
1991; Donohue et al. 2005; Donohue 2009; Kendall y Penfield 2012). Ain no existen
evidencias claras en relacion a si el ambiente materno incide sobre la respuesta de las
semillas a la temperatura durante la salida de la dormicion, si afecta las respuestas de las
semillas a la luz y las temperaturas alternadas; o si altera la dindmica de induccion en
dormicion secundaria. Por otro lado, aunque se han desarrollado modelos con la
intencion de predecir la emergencia simulando los cambios en el nivel de dormicion de

los bancos de semillas de distintas especies maleza, ninguno de ellos ha considerado el
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efecto que podria tener el ambiente materno sobre dicha dinamica. Avanzar sobre estos
aspectos resulta indispensable si se pretende profundizar el entendimiento sobre el
comportamiento de las malezas, determinar si este efecto podria aumentar la capacidad
predictiva de los modelos existentes y desarrollar practicas de manejo y control de
malezas mas eficaces y sustentables. Finalmente, ante un contexto de cambio climatico,
la elaboracion de estos modelos permitiria, a su vez, simular posibles respuestas de los
bancos de semillas a dicho fendmeno y evaluar sus efectos sobre la dinamica de las
poblaciones de malezas bajo diferentes escenarios (Kendall y Penfield 2012).
1.1.5. Casos de analisis: Polygonum aviculare y Amaranthus hybridus

Distintos aspectos fundamentan la seleccion de estas especies como objeto de estudio
de la presente tesis. En principio, P. aviculare (Poligonacea) y A. hybridus (ex quitensis,
Amarantacea) son malezas de relevancia en los sistemas agricolas actuales, ya que
generan importantes pérdidas economicas en distintos cultivos de invierno (e.g. en trigo
y otros cereales, en el caso de P. aviculare) y de verano (e.g. en soja y maiz, en el caso
de A. hybridus) (Vitta et al. 2000; Costea y Tardif 2005; Faccini y Vitta 2005; Cristaudo
et al. 2016). Estas diferencias en relacion a los cultivos a los cuales se asocian ambas
malezas, se corresponden con que estas especies presentan ventanas de emergencia
temporalmente diferentes (Costea y Tardif 2003; Assad et al. 2017): la emergencia de P.
aviculare es mas temprana (fines de invierno-inicios de primavera) que la de A.
hybridus (fines de primavera-verano). Por tanto, el uso de estas especies permitiria
examinar el efecto del ambiente materno sobre malezas que presentan diferentes
estrategias para establecerse en los sistemas de cultivo. A su vez, estas especies cuentan
con aspectos en comun. Ambas se propagan por estructuras reproductivas (Fig. 1.3), las

cuales se desarrollan y maduran en una ventana temporal relativamente extensa. Esto



17

implica que las semillas pueden explorar una importante variabilidad ambiental durante
su formacion en la planta madre, entre y dentro de una misma cohorte de plantas.

En ambas especies, las semillas presentan un nivel de dormiciéon primaria
relativamente alto al momento de su dispersion de la planta madre (Batlla et al. 2003;
Faccini y Vitta 2005). En semillas recientemente cosechadas de P. aviculare, esto
evidencia por el hecho de que la germinacion no se produce bajo un rango muy amplio
de temperaturas (Courtney 1968; Kruk y Benech-Arnold 1998; Batlla y Benech-Arnold
2003). Por su parte, la presencia de dormicion primaria en semillas recién cosechadas de
A. hybridus se evidencia por el hecho de que la germinacidon s6lo ocurre en un rango
muy estrecho de temperaturas relativamente altas (30-40 °C) (Kruk 1992; Faccini y
Vitta 2005). Una vez dispersadas, la salida de la dormiciéon en ambos casos se produce
por la exposicion de semillas embebidas a las bajas temperaturas de otofio e invierno
(estratificacion). Este proceso ocurre, principalmente, a expensas de reducciones
graduales de la temperatura minima a la cual las semillas son capaces de germinar (T)) y
determina un nivel minimo de dormicion a fines de invierno, inicios de primavera en P.
aviculare, y fines de primavera en A. hybridus (Courtney 1968; Froud-Williams et al.
1984; Kruk 1992; Batlla y Benech-Arnold 2003).

En P. aviculare, la dindmica de salida de la dormicion primaria ha sido cuantificada
por Batlla y Benech-Arnold (2003), quienes desarrollaron un modelo que presenta
algunas particularidades (dado que la salida de la dormicién ocurre a una tasa que
depende inversamente de la temperatura), pero que basicamente permite predecir los
cambios en el nivel de dormicién (i.e. en la Tysg)) mediante la acumulacion de unidades
de tiempo térmico (°Cd) por debajo de una temperatura umbral para la salida de la
dormicion. La ampliacion del rango térmico, sumado a una baja Ty, para la germinacion

(0 °C, Kruk y Benech-Arnold 1998), pareceria explicar la emergencia de P. aviculare



18

durante el cultivo de trigo y otros cereales de invierno. En 4. hybridus, Kruk (1992)
cuantifico los cambios en la temperatura limite inferior. Estas cuantificaciones sugieren
que una Tyis0) y una Ty, (de 7-12,5 °C) para la germinacion mayores a las registradas para
P. aviculare parecerian determinar que la emergencia de 4. hybridus ocurra mas tarde
(Kruk 1992; Faccini y Vitta 2005). Cabe senalar que, en 4. hybridus, ademas de la
dinamica descripta, la salida de la dormicion también tiene lugar en semillas
almacenadas en seco a altas temperaturas, a diferencia de P. aviculare en las que estas

condiciones producen cambios a tasas infimas (Kruk et al. 2006).

Cotiledones

Cotiledones

Endosperma Yé&%

Perisperma

Pericarpio

Figura 1. 3. (a) Representacion esquematica de corte longitudinal de un fruto (aquenio) de P.
aviculare y sus principales componentes (Neubauer 1971; Wolf y McNeill 1986). En general, se
hara referencia a la semilla como agente de dispersion y so6lo se hablara de fruto cuando se
analicen los componentes del fruto o la semilla que imponen la dormicion. El rol de los distintos
componentes en la determinacién del nivel de dormicién ha sido poco establecido en P.
aviculare. (b) Representacion esquematica de corte transversal de una semilla de 4. hybridus y
sus principales componentes. El fruto es un pixidio uniseminado dehiscente que libera
tempranamente la semilla (Weaver y McWilliams 1980; Irving et al. 1981; Costea et al. 2001).
La bibliografia indica que las semillas de 4. Aybridus presentan dormiciéon impuesta por la
cubierta seminal o testa (Faccini y Barat 1989).

Por otro lado, ambas especies presentan requerimientos de luz y temperaturas
alternadas para terminar la dormicioén. En semillas de P. aviculare se ha encontrado que
la sensibilidad a la luz aumenta conforme disminuye el nivel de dormicion, lo que se

traduce en la adquisicion sucesiva de respuestas del tipo LFR, VLFR (Fig. 1.2) y la
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pérdida del requisito de luz para la germinacidon por una fraccion del poblacion de
semillas (Courtney 1968; Baskin y Baskin 1988; Batlla y Benech-Arnold 2005). De
manera similar, en estas semillas, la respuesta a la alternancia térmica varia ante
cambios en el nivel de dormicion (Batlla et al. 2003). En A. hybridus, la bibliografia
sefala respuestas del tipo LFR, variaciones en la capacidad de germinar en oscuridad y
en las respuestas a las temperaturas alternadas conforme procede del tiempo de post-
maduracion (Faccini y Vitta 2005; Cristaudo et al. 2007). Por ello, estas especies
permitirian analizar el efecto del ambiente materno sobre la respuesta de las semillas a
los factores terminadores de la dormicion.

En cuanto a la dinamica de entrada en dormicién secundaria, el efecto de las altas
temperaturas del suelo durante el verano ha sido estudiado en semillas de P. aviculare
(Batlla et al. 2009; Malavert et al. 2017). Malavert et al. (2017) propusieron que la
induccion determina incrementos paulatinos de la temperatura limite inferior del rango
térmico permisivo para la germinacion a una tasa que depende positivamente de la
temperatura. Una elevada sensibilidad de las semillas a las altas temperaturas determina
que la induccion en dormiciéon secundaria acote la ventana de emergencia de P.
aviculare, lo que explicaria, en parte, la menor importancia relativa de esta especie en
cultivos con ciclos mas tardios. En A. Aybridus, la presencia de dormicion secundaria no
ha sido documentada. Faccini y Vitta (2005) examinaron los cambios en la germinacién
lograda (en laboratorio) en funcion del tiempo de entierro de las semillas en el campo:
observaron un aumento de la germinacion durante el invierno, un maximo en primavera
y una disminucion en el verano. Los autores sugirieron que esta disminucion de la
germinacion estaria determinada por la induccion en dormicién secundaria. Sin
embargo, la ocurrencia de este proceso no ha sido verificada. No obstante, el hecho de

que la ventana de emergencia ocurra en forma posterior a la de P. aviculare sugiere, no
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solo la posibilidad de cambios en la magnitud de la respuesta de las semillas al afecto
modulador de la temperatura durante la salida de la dormicidn, sino también cambios en
la dinamica de induccién en dormicion secundaria. Determinar si variaciones en las
condiciones ambientales experimentadas por las semillas durante su formacion en la
planta madre pueden afectar la dindmica de entrada en dormicioén secundaria permitiria
dimensionar el rol ecoldgico de este efecto.

En cuanto al efecto del ambiente materno, hay trabajos que sugieren o muestran
variaciones en el nivel de dormicion de las semillas de ambas especies en funcion del
efecto de distintos factores. Por ejemplo, se ha documentado en P. aviculare la
existencia de dos tipos diferentes de semillas en funcion de la edad de la planta madre
(Wolf'y McNeill 1986; Yurtseva et al. 1999; Yurtseva 2001; Costea y Tardif 2003). Asi,
las semillas que se desarrollan a partir de las primeras flores (primavera), parecerian
presentar un mayor nivel de dormicién que aquellas que se desarrollan mas tarde
(otofio), ademas de presentar una serie de variaciones morfologicas y anatomicas, al ser
las primeras mas pequefias, presentar un pericarpio mas oscuro, un embrion mas corto y
un endosperma menos desarrollado. En distintas Amarantaceas se ha verificado que
variaciones en el fotoperiodo materno y la fecha de siembra de la planta madre
determinan cambios en el nivel de dormicion de las semillas obtenidas, asi como en la
capacidad de estas de germinar en oscuridad (Barton 1962; Frost 1971; Kigel et al.
1977; Chadoeuf-Hannel y Barralis 1982). Aunque la informacion es escasa, existen
indicios acerca de que el comportamiento germinativo de las semillas de P. aviculare y
A. hybridus podria ser influenciado por las condiciones ambientales que estas
experimentan durante su formacion en la planta madre.

En funcion de las caracteristicas mencionadas anteriormente, el uso de estas especies

permitiria estudiar el efecto del ambiente materno en malezas con ventanas de
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emergencia temporalmente diferentes, cuyas semillas presentan cambios marcados en su
nivel de dormiciéon y que son sensibles a factores ambientales que terminan la
dormicion. El hecho de que las semillas de 4. hybridus muestran cambios en su nivel de
dormicion bajo condiciones de post-maduracion seca permite, a su vez, abordar el
efecto del ambiente materno sobre la dormicién en semillas embebidas y secas,
ampliando el rango de condiciones analizado. Por tltimo, cabe sefialar que en el marco
de este trabajo se utilizara un ecotipo de P. aviculare (origen: Balcarce, Provincia de
Buenos Aires, Argentina) que ha sido caracterizado en detalle y para el cual se han
desarrollado modelos que permiten simular los cambios en el nivel de dormicion
(primaria y secundaria) en funcion de la temperatura del suelo (Batlla et al. 2003, 2009;
Batlla y Benech-Arnold 2005; Malavert et al. 2017). El estudio exhaustivo realizado con
semillas de este ecotipo permite, a su vez, disponer de un marco tedrico y conceptual
(Batlla y Benech-Arnold 2015) que facilita el abordaje del efecto del ambiente materno
sobre la dormicion de las semillas de esta especie. Esto, ademas, genera las bases para el
estudio del efecto del ambiente materno en semillas de otras especies, como A.
hybridus, cuyo comportamiento germinativo ha sido estudiado en menor profundidad, a
pesar de su relevancia como maleza en los sistemas productivos actuales.
1.2. Objetivos
1.2.1. Objetivo general

Estudiar y cuantificar el efecto del ambiente materno sobre los cambios en el nivel de
dormicién y los patrones temporales de emergencia en semillas de dos especies maleza
de ciclo primavero-estival, Polygonum aviculare y Amaranthus hybridus.
1.2.2. Objetivos particulares
1. Evaluar el efecto de variaciones en (A) la fecha de siembra, (B) el fotoperiodo, (C) la

temperatura, (D) la radiacion y (E) la calidad de la luz durante las etapas de desarrollo



22

y maduracion de las semillas de P. aviculare sobre (i) el nivel de dormicion primaria,
(i1) la salida de la dormicion primaria, (iii) la induccion en dormicién secundaria y
(iv) las respuestas a la luz y a las temperaturas alternadas.
2. Evaluar el efecto de variaciones en (A) y (B) durante las etapas de desarrollo y
maduracion de las semillas de A. hybridus sobre (i), (ii) y (iv).
3. Evaluar el efecto de la presencia de un canopeo durante las etapas de desarrollo y
maduracion de las semillas sobre (i), (ii) y (iv) en semillas de P. aviculare.
4. Establecer si los efectos observados en 1, 2 y 3 influyen sobre los patrones
temporales de la emergencia a campo.
5. Cuantificar los efectos de (A), (B) y (C) sobre (i), (ii) y (iii) y, en base a los
resultados obtenidos, desarrollar modelos predictivos de la emergencia. Evaluar su
funcionamiento con datos de emergencia a campo.
6. Dilucidar, de forma preliminar, el rol de los componentes embrionarios y de cubiertas
asociados a los cambios en el nivel de dormicion por efecto de la fecha de siembra
(A) y el fotoperiodo (B) en A. hybridus, y la presencia de un canopeo en P. aviculare.
1.3. Hipétesis propuestas y predicciones asociadas
1. El nivel de dormicioén primaria que presentan las semillas de P. aviculare y A.
hybridus a la dispersion varia en funcion de las condiciones ambientales que estas
experimentan durante su desarrollo y maduracion en la planta madre.
Predicciones asociadas a la Hipotesis I

1.1. Atrasos en la fecha de siembra (A), un menor fotoperiodo (B), una mayor
temperatura (C), una mayor radiacion (D) y una mayor R:RL (E) durante las etapas
de desarrollo y maduracion de las semillas en la planta madre determinan una

disminucién del nivel de dormicion primaria de las semillas.
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2. Semillas expuestas durante su desarrollo y maduracion al mircro-ambiente generado
por la presencia de un canopeo presentan un aumento en su nivel de dormicion
como consecuencia de estar expuestas a una menor R:RL producto del filtrado de la
luz solar que realizan las hojas del canopeo.

3. La dinamica de induccion en dormicion secundaria en semillas de P. aviculare varia
en funcion de las condiciones ambientales que estas experimentan durante su
desarrollo y maduracion en la planta madre.

4. El efecto del ambiente materno se encuentra en parte determinado por cambios en la
dormicion impuesta por las cubiertas de las semillas y/o frutos.

5. Los cambios observados en el nivel de dormicion por efecto de la fecha de siembra
en semillas de ambas especies pueden ser descriptos a partir de variaciones en el
limite inferior del rango térmico permisivo para la germinacion (Tjso)).

6. El efecto del ambiente materno sobre la dormicién determina variaciones en los
patrones temporales de emergencia en el campo.

1.4. Estructura de la tesis

Para poner a prueba las hipdtesis propuestas se realizaron distintos experimentos
cuyos resultados se presentan en los Capitulos 2, 3, 4 y 5. En los Capitulos 2 y 3 se
describen y analizan cuantitativamente los resultados de tres afios de ensayos en los que
se estudio el efecto de los cambios en las condiciones ambientales exploradas por las
semillas durante su desarrollo y maduracion ante cambios en la fecha de siembra de las
plantas madre. A su vez, se describe el efecto particular del fotoperiodo, uno de los

factores que varia ante modificaciones en la fecha de siembra. En el Capitulo 2

(Hipotesis 1, 3, 5 y 6) se presentan los resultados sobre semillas de P. aviculare, donde

a su vez se estudia la variabilidad de la respuesta observada en distintos ecotipos de la

especie. En el Capitulo 3 (Hipotesis 1, 4, 5 y 6) se presentan los resultados sobre
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semillas 4. hybridus, donde a su vez se indaga sobre los posibles mecanismos que
estarian mediando los efectos del ambiente materno sobre la dormicion de las semillas.
En el Capitulo 4 (Hipétesis 1, 3 y 6) se analiza el efecto de la temperatura materna sobre
la dormicién en semillas de P. aviculare, otro factor que varia marcadamente ante
cambios en la fecha de siembra. Por su parte, en el Capitulo 5 (Hipdtesis 1, 2, 4 y 6) se
analiza el efecto del micro-ambiente luminico impuesto por la presencia del canopeo de
un cultivo de trigo sobre la dormicion en semillas de P. aviculare. Este capitulo aborda,
a su vez, el rol particular y conjunto de los factores que son mayormente alterados por la
presencia de un canopeo: la RFA y la R:RL. En el Capitulo 5 se analizan ademas
algunos de los mecanismos asociados a la imposicion de dormicién como resultado de
los factores estudiados. Los materiales y métodos generales empleados en los
experimentos se describen en detalle en el Capitulo 2, mientras que los materiales y
métodos especificos se describen en cada capitulo particular. En la seccion Anexo se
encuentran figuras, cuadros y notas suplementarias a los capitulos de resultados 2, 3,4y
5. Finalmente, en el Capitulo 6 se presenta la interrelacion y sintesis de los resultados
alcanzados, la discusion general del trabajo que incluye el contraste de hipotesis, la
contribucion al avance del conocimiento, aplicaciones de los resultados obtenidos, el

planteo de nuevos interrogantes y la propuesta de futuras lineas de investigacion.



CAPITULO 2

La regulacion del ambiente materno sobre la dormicion en semillas de Polygonum
aviculare es fundamental para maximizar la capacidad reproductiva de las plantas
Resumen

La emergencia en el momento y lugar apropiados resulta fundamental para
maximizar la capacidad adaptativa de las plantas. Para ello, las plantas presentan
distintos mecanismos que les permiten ajustar su germinacion -y subsecuente
emergencia- en funcion de factores ambientales que resultan indicadores del momento y
del espacio. En ambientes templados con estaciones marcadas, el mecanismo mas
frecuente es la dormicion. Debido a que se ha identificado una marcada influencia del
ambiente materno sobre la dormicion en semillas de numerosas especies, se ha sugerido
que el ambiente materno tiene el potencial de afectar los patrones temporales de
emergencia y, consecuentemente, el éxito reproductivo de las plantas. Sin embargo, el
impacto que este efecto podria tener sobre la emergencia a campo y su relacion con la
capacidad reproductiva de los individuos son aspectos no dilucidados. En el presente
capitulo se analiz6 el efecto de la fecha de siembra y el fotoperiodo explorado por las
semillas de Polygonum aviculare durante su desarrollo y maduracion en la planta madre
sobre: la salida de la dormicion primaria, las respuestas a luz y a las temperaturas
alternadas, la induccion en dormicion secundaria y los patrones de emergencia a campo.
El efecto del ambiente materno fue cuantificado y modelado, lo cual permitio simular e
interpretar los resultados obtenidos. Los resultados mostraron que la regulacion que
ejerce el ambiente materno sobre la dormicion de las semillas de P. aviculare es
instrumental para maximizar la capacidad reproductiva de las plantas. Esta regulacion
oper6 modificando el nivel de dormicion de semillas maduradas y dispersadas en

diferentes momentos (debido a cambios en la fecha de siembra de las plantas) de modo
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de sincronizar la mayor parte de la emergencia de la descendencia con aquel periodo
estacional que garantiza la mayor produccion de semillas de la nueva generacion. Los
resultados muestran, a su vez, que el fotoperiodo, factor que representa una clara sefal
del momento del afio, participa en esta regulacion.

2.1. Introduccion

El momento en que las semillas germinan determina el posicionamiento de los
distintos eventos fenoldgicos de la vida de una planta en relacion al ambiente, lo cual
apareja consecuencias sobre la capacidad reproductiva de las plantas y su posible
adaptacion a un ambiente determinado (Fenner y Thompson 2005; Chiang et al. 2013;
Burghardt et al. 2016). Por ello, en las especies anuales de climas estacionales (donde el
periodo favorable para el crecimiento y la reproduccion es limitado), la germinacion es
un evento crucial dentro del ciclo de vida de la planta. En estos ambientes, germinar en
el momento o lugar equivocados significaria, sin duda, la muerte de la planta o, lo que
es peor, a un nivel jerarquico superior, el fracaso de la persistencia de las especies en un
determinado escenario ecologico (Donohue et al. 2010).

Distintos mecanismos han evolucionado para asegurar a las plantas germinar en el
momento y lugar adecuados. El mas comun de estos mecanismos es la dormicion, un
rasgo intrinseco de las semillas que les permite integrar a lo largo del tiempo distintas
sefales del ambiente y ajustar las condiciones requeridas para la germinacién de manera
de coordinar su comportamiento germinativo con el ambiente (Finch-Savage y Leubner-
Metzger 2006; Willis et al. 2014; Arana et al. 2016). En general, las semillas presentan
un alto nivel de dormicion primaria al momento de su dispersion, el cual disminuye
gradualmente a medida que pasa el tiempo. La emergencia normalmente tiene lugar
cuando las semillas presentan un bajo o minimo nivel de dormicién, lo que maximiza la

probabilidad de una superposicion entre las condiciones ambientales imperantes y el
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rango ambiental dentro del cual la germinacion puede proceder. De lo contrario, las
semillas pueden entrar en dormicién secundaria siempre que se cumplan ciertas
condiciones ambientales (Benech-Arnold et al. 2000).

El nivel de dormicién primaria que presentan las semillas a la dispersion vy,
eventualmente, su salida y re-induccion post-dispersion, estan determinados por el
genotipo y son modulados por las condiciones prevalecientes durante el desarrollo y la
maduracion de esas semillas en la planta madre (Roach y Wulff 1987; He et al. 2014;
Penfield y MacGregor 2017). Sin embargo, se desconoce hasta qué punto el efecto del
ambiente materno contribuye a la respuesta de las semillas a las sefiales ambientales
post-dispersion, alterando el ajuste de las condiciones requeridas para la germinacion
(Donohue 2009; Huang et al. 2015). A pesar de los avances logrados, son escasos los
estudios que analizan el efecto del ambiente materno sobre la dormicion primaria y
secundaria de las semillas, y practicamente no se registran intentos de cuantificarlo y
modelarlo. Ademas, aunque distintas investigaciones sugieren que el efecto del
ambiente materno incidiria sobre los patrones de emergencia e impactaria sobre la
dindmica poblacional de las plantas (Galloway 2001a,b; Donohue 2005; Walck et al.
2011; Cendan et al. 2013; Burghardt et al. 2016), esto no ha sido probado bajo
condiciones de campo (Fenner 1991; Donohue 2009; Kendall y Penfield 2012).

En el presente capitulo se estudio el efecto del ambiente materno sobre el nivel de
dormicion en semillas de P. aviculare mediante la combinacion de experimentos de
laboratorio y de campo, y el uso de modelos umbrales de base poblacional. Para ello, se
tuvo por objetivos analizar el efecto de la fecha de siembra de la planta madre y del
fotoperiodo materno sobre la salida de la dormicién primaria y la induccién en
dormicion secundaria a través de (i) cambios en el rango térmico permisivo para la

germinacion y (i) las variaciones en la respuesta de las semillas a la alternancia térmica
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y la luz. A su vez, se determin6 el impacto del ambiente materno sobre los patrones de
emergencia a campo.
2.2. Materiales y métodos

Para los ensayo se utilizaron semillas de P. aviculare recolectadas durante su periodo
de dispersion natural (marzo) en campos productivos ubicados en Buenos Aires
(Balcarce, 37° 45" S, 58° 18’ O y Bellocq, 35° 55’ S, 61° 32" O), Rio Negro (Bariloche,
41° 07" S, 71° 15" O), Argentina y Valparaiso (Valparaiso, 33° 33'S, 71° 36’ O), Chile.
Las semillas recolectadas se acondicionaron utilizando un soplador de semillas
(Burrows 1836-3, Evanston, IL, USA) para eliminar posibles semillas vacias y se
almacenaron en frascos de vidrio negro a ~20 °C hasta el comienzo de los experimentos
de ambiente materno. Estos experimentos se realizaron en la Facultad de Agronomia de
la Universidad de Buenos Aires, Argentina (34° 25’ S, 58° 25’ O), utilizando semillas
recolectadas en Balcarce, salvo se mencione especificamente otro origen.
2.2.1. Experimentos de ambiente materno

Se realizaron diferentes experimentos con el fin de que las plantas exploraran una
variedad de condiciones ambientales durante las etapas de desarrollo y maduracion de
semillas (estrictamente, aquenios). Para obtener las plantas, las semillas fueron
estratificadas a 4,8 °C durante 50 d y luego incubadas a 10/24 °C (12/12 h) durante 15
d. Las semillas pre-germinadas se sembraron en bandejas de 1,5 dm® que contenian una
mezcla de tierra, arena y perlita (3: 2: 1), se mantuvieron en un invernaculo y se regaron
diariamente. Luego de 15 d, las plantulas fueron trasplantadas a macetas de pléstico de
15 dm® (que contenian la misma mezcla previamente descripta) y se transfirieron al
campo. Solo fueron utilizadas aquellas plantas que alcanzaron la floracion (i.e. la

primera flor aparecida en la axila de una rama) dentro de la misma semana.
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2.2.1.1. Exposicion de las plantas a variaciones en las condiciones ambientales a
través de cambios en la fechas de siembra

Los experimentos se realizaron durante tres estaciones de crecimiento consecutivas
(Fig. 2.1). En 2015/16, las siembras se realizaron a fines de otofio (15 de junio, 26
plantas), fines de invierno (12 de septiembre, 8 plantas), fines de primavera (20 de
noviembre, 8 plantas) y principios de verano (enero 21, 26 plantas). En 2016/17, las
siembras se realizaron en dos fechas contrastantes: mediados de invierno (15 de julio,
26 plantas) y principios de verano (21 de diciembre, 20 plantas). En 2017/18, se
realizaron siembras a fines de otofio (10 de junio, 28 plantas), mediados de invierno (12
de agosto, 18 plantas), principios de primavera (26 de septiembre, 18 plantas) y
mediados de verano (1 de febrero, 22 plantas). En este Gltimo ensayo se sembraron con
fines comparativos, ademas del biotipo de Balcarce, los demas biotipos recolectados en
los diferentes sitios geograficos mencionados anteriormente.
2.2.1.2. Exposicion de las plantas a variaciones en el fotoperiodo durante la etapa
reproductiva

Plantas sembradas a fines de otofio de 2015 (15 de junio) y a mediados del invierno
de 2016 (15 de julio) se expusieron desde floracion a distintas condiciones
fotoperiodicas: fotoperiodo natural (i.e. corto) vs extendido artificialmente 2.0 6 4.0 h
("+2 h” y +4 h"). El fotoperiodo se extendi6 utilizando estructuras de iluminacién
(cuatro repeticiones por extension), las cuales contaban con un tubo fluorescente y dos
lamparas incandescentes (5 W), una a cada lado del tubo (Fig. 2.1). Esto proporciond
una densidad de flujo de fotones (400-700 nm) de 4 pmol m* s™' (medida en la parte
superior de cada planta, utilizando un sensor cuantico LI-COR Inc., USA) y una R:RL

de 1,1£0,1 (sensor SKR-100, Skye Instruments Ltd., Gales) que es similar a la luz del
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dia (Holmes y Smith 1977). Las luces se encendieron automaticamente antes del

atardecer y se apagaron segun la extension de luz artificial de cada tratamiento.

: # It -
Figura 2. 1. Vista de experimentos que consistieron en generar plantas de P. aviculare en
distintas fechas de siembra y exponerlas a diferentes fotoperiodos desde floracion.

Las macetas se distribuyeron aleatoriamente sobre un area cubierta por piedras (Fig.
2.1), lo que impidio6 el crecimiento de malezas, y las plantas se regaron manualmente.
Se registro el momento de floracion de cada planta individual. Las cosechas de semillas
se realizaron cada 20-25 d durante el periodo de dispersion utilizando bolsas de nylon
de malla fina que envolvieron las plantas para retener las semillas dispersas
naturalmente en el interior. Las réplicas para cada tratamiento se obtuvieron agrupando
semillas de diferentes plantas. Ademas, las semillas recolectadas en 2015/16 se
combinaron para formar dos momentos de cosecha durante el periodo de dispersion
natural de las semillas (C1 para semillas obtenidas de cosechas mas tempranas y C2
para semillas prevenientes de cosechas mas tardias). Las semillas (contenido de
humedad 10+0,1%, base peso fresco) fueron aventadas y almacenadas en bolsas de
papel a ~20 °C para iniciar inmediatamente con los experimentos de post-maduracion.
Al final de las cosechas, se estimo la produccion de semillas para cada planta. Los datos
ambientales se obtuvieron de una estacion meteorologica a 20 m del sitio experimental.
2.2.2. Experimentos de post-maduracion
2.2.2.1. Dormicion primaria

El Experimento 1 (E1) se destind a probar el efecto del ambiente materno sobre el

nivel de dormicion de las semillas a la dispersion (i.e. a cosecha) y su disminucion
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durante el almacenaje bajo condiciones de estratificacion. Para ello, semillas obtenidas
de las diferentes fechas de siembra (2015/16, 2016/17 y 2017/18) y distintos momentos
de cosecha (C1 y C2, 2015/16) fueron estratificadas a 4,8+0,07 °C durante 0 (i.e. a
cosecha), 10, 25, 50 y 75 d, cuando la germinacion se evalud a 15 y 10/24 °C (12 h/12
h). Ademas, se utilizaron semillas obtenidas de las siembras de fines de otofio (y
expuestas a fotoperiodo natural y extendido +4 h) e inicios de verano 2015/16 para
analizar la salida de la dormicion a través de los cambios en el rango térmico permisivo
para la germinacion. Para ello, las semillas fueron estratificadas a 1,6+0,17, 4,8+0,07 y
9,8+0,06 °C por 0, 10, 25, 50 y 75 d, cuando la germinacion se evalué a 10, 15, 20,25 y
10/24 °C; temperaturas que habitualmente exploran las semillas de P. aviculare durante
la ventana de emergencia en el campo (Costea y Tardif 2003).

A su vez, las respuestas de las semillas a la alternancia térmica y a la luz fueron
analizadas. Para ello se utilizaron semillas obtenidas de las plantas sembradas a fines de
otono (fotoperiodo natural corto y extendido +4 h) e inicios de verano 2015/16, y
semillas obtenidas de las siembras de mediados de invierno de 2016 (fotoperiodo
natural, +2 h y +4 h) e inicios de verano 2016/17. Las semillas fueron estratificadas a
4,8 °C y la germinacion fue evaluada a 15 y 10/24 °C, luego de la exposicion a: (i) un
pulso de luz R de 20 min de una intensidad de 28 pmol m™ s™, (ii) un pulso de luz RL
de 20 min de una intensidad de 32 pmol m™ s™) y (iii) oscuridad constante (Batlla y
Benech-Arnold 2005).
2.2.2.2. Dormicion secundaria

El Experimento 2 (E2) se realizo para estudiar el efecto del ambiente materno sobre
la induccion en dormicion secundaria a través de cambios en el rango térmico permisivo
para la germinacion y la respuesta de las semillas a las temperaturas alternadas. Las

semillas obtenidas de plantas sembradas a fines de otofio e inicios de verano
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(2015/2016) fueron estratificadas a 4,8 °C para disminuir el nivel de dormicion. A los
65 d de estratificacion, las semillas fueron transferidas a camaras a 19,8+0.07 y
23,2+0,09 °C para promover la induccion en dormicion secundaria (Batlla et al. 2009) y
almacenadas durante 0, 1, 3, 6, 9, 15 y 20 d, momentos en los que se evalu6 la
germinacion a 15, 20, 25y 10/24 °C.
2.2.2.3. Patrones temporales de emergencia a campo

En el Experimento 3 (E3) se analiz6 el efecto del ambiente materno sobre los
patrones temporales de emergencia a campo. Se utilizaron semillas obtenidas de
aquellas plantas sembradas a fines de otofio (fotoperiodo natural y +4 h) e inicios de
verano (2015/16), las cuales fueron enterradas en el suelo inmediatamente luego de sus
respectivas cosechas. Las semillas obtenidas de plantas sembradas a fines de otofio,
cultivadas bajo fotoperiodo natural, se enterraron, adicionalmente, junto con aquellas
semillas provenientes de plantas sembradas a inicios del verano. El 10 de abril, 16 de
junio, 22 de julio, 23 de agosto, 27 de septiembre, 1 de noviembre y 25 de enero se
realizaron remociones del suelo con el fin de extraer muestras de semillas y realizar
pruebas de emergencia a campo.
2.2.3. Condiciones de post-maduracion

Para la estratificacion (E1) y el almacenaje a altas temperaturas y humedad (E2),
grupos de semillas fueron dispuestos dentro de pequefas bolsas de malla de nylon de
5x5 cm, las cuales se enterraron a ~5 cm de profundidad en macetas que contenian un
sustrato de suelo humedo (tierra, arena y perlita, 3: 2:1) previamente secado a 70 °C
durante 48 h. La cantidad de semillas dispuestas en cada sobre dependid del
experimento realizado. Para mantener la humedad del sustrato en E1 y E2, las macetas
fueron colocadas sobre bandejas de plastico que contuvieron una capa constante de agua

destilada en la base y las macetas se regaron periddicamente. La temperatura y la
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humedad del sustrato se registraron cada hora (DAT-10, Dataloggers de temperatura y
humedad, China).

En E3, bolsas de malla de nylon 8x8 cm que contenian 500 semillas fueron
enterradas en el suelo al azar a 5 cm de profundidad. Para identificar la ubicacion de
cada bolsa, se uni6 una tira de alambre en un extremo de cada bolsa que permitio, a su
vez, jalarlas y extraerlas cuando fuera necesario. La temperatura del suelo y el
contenido de agua se registraron cada hora a la profundidad previamente indicada
(Temperature-Logger METEO4, SCH-10, Cavadevices.com, Argentina). Las parcelas
experimentales fueron manualmente desmalezadas. Antes del entierro de cada grupo de
semillas, la germinacion se evalud a 15 y 10/24 °C para registrar el nivel inicial de
dormicidn de las semillas (germinacion <2%).

2.2.4. Pruebas de germinacion y emergencia

Para las pruebas de germinacion (E1 y E2), grupos de bolsas de malla de nylon
fueron extraidas de las macetas (4 por tratamiento) en una habitacion oscura bajo luz
fluorescente verde de baja intensidad, y remojadas con agua destilada para remover
particulas de sustrato adheridas a las semillas. Se colocaron 45-55 semillas en placas de
Petri de 9 cm de diametro sobre dos discos de papel de filtro Whatman No. 3
humedecidos con 5 ml de agua destilada. Luego, las semillas fueron expuestas a un
pulso de luz R de 15 min para cumplir con los requerimientos de luz para terminar la
dormicion e iniciar la germinacion (Batlla y Benech-Arnold 2003), o 20 min de R, RL u
oscuridad constante cuando se evalud la respuesta de las semillas a la luz. Durante la
exposicion de las semillas a la luz, la temperatura dentro de las cabinas se mantuvo por
debajo de los 20 °C. Aquellas placas destinadas al tratamiento de oscuridad fueron
primero envueltas con el nylon negro y, luego, expuestas durante 20 min a luz R.

Aquellas semillas no estratificadas (i.e. a cosecha) fueron primero incubadas en agua
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destilada durante 24 h para permitir su imbibicioén, a la temperatura de incubacion
indicada para cada ensayo y luego fueron expuestas al pulso de Iuz. Después del pulso
de luz, las placas se envolvieron con nylon negro y se incubaron durante 15 d en
oscuridad a la temperatura e indicada para cada ensayo (10, 15, 20, 25 y/o 10/24 °C).

La germinacion se registro diariamente bajo luz blanca fluorescente, excepto cuando
se analizd la respuesta de las semillas a la luz, en cuyo caso el porcentaje de
germinacion se registrd luego de los 15 d de incubacion. El criterio para determinar
germinacion fue la visualizacion de la protrusion de la radicula. Al final de cada prueba,
se excluyeron las semillas muertas (<5%) mediante el aplastamiento y la inspeccién
visual de las semillas. A los 75 d de estratificacion a 4,8 °C, la viabilidad de las semillas
se estimé incubando semillas en una solucién de cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio al 1%
(p/v) durante 24 h a 25 °C (94+1,12%). Finalizado el almacenaje a altas temperaturas,
se evaluo la posibilidad de disminuir el nivel de dormicion estratificando las semillas
durante 50 d a 4,8 °C, cuando se evaluo la germinacion a 10/24 °C (68,6+3,9%).

Para evaluar la emergencia a campo en E3, se realizaron extracciones de bolsas (4
por tratamiento) desde inicios de otofio hasta inicios de verano. Tras cada extraccion, las
semillas fueron dispuestas sobre placas de Petri con 5 ml de agua destilada y se
expusieron a la radiacion solar durante 5 min. Luego, las semillas fueron dispersadas
dentro de un 4rea delimitada por cilindros de PVC de fondo abierto de 15 cm de
didametro y cubiertas con tierra hasta ~1,5 cm de profundidad. La emergencia se registrd
a diario durante un mes. En septiembre, se extrajeron bolsas de semillas adicionales con
el proposito de realizar evaluar la germinacion a 10/24 °C para estimar la viabilidad de
las semillas (90,5+2,6%). Los cilindros se regaron diariamente y se desmalezaron
manualmente. La temperatura del suelo a 1,5 cm de profundidad fue registrada por hora

(Temperature-Logger METEO4, SCH-10, Cavadevices.com, Argentina).
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2.2.5. Desarrollo de modelos

Los parametros que permiten describir la amplitud del rango térmico permisivo para
la germinacion durante la salida de la dormicion primaria (E1) y la induccién en
dormicion secundaria (E2) fueron cuantificados empleando un modelo matematico
basado en modelos previamente desarrollados por Washitani (1987). El modelo asume
que las semillas pueden germinar entre una temperatura limite inferior y una
temperatura limite superior, las cuales se distribuyen normalmente dentro de la
poblacion de semillas (Ellis et al. 1986; Washitani 1987). De acuerdo con esto, se
utilizaron los limites para el 50% de la poblacion (Tiiso)y Ts(s0)) ¥ sus desvios estandar
(o y omh) para caracterizar el rango térmico permisivo para la germinacion (i.e. el
rango dentro del cual la dormicion no se expresa; Batlla y Benech-Arnold 2015; Arana
et al. 2016). La fraccion de semillas capaz de germinar a una temperatura de incubacion
determinada puede ser calculada utilizando la siguiente funcion:
A= {O[(T-Tys0))/0om] - {1- P[(T-Ts(50))/0715]} } (Ecuacion 2.1)
donde A(T) es la fraccion de semillas que germinan a una temperatura T y @ es la
funcién de distribucion normal estdndar acumulada. Los pardmetros se obtuvieron
minimizando la RCME entre los porcentajes finales de germinacion observados y
simulados (en E1 y E2) en el rango de temperatura sub-optimo para la germinacioén
(Batlla y Benech-Arnold 2015), mediante un procedimiento de optimizacion no lineal
utilizando la herramienta de Solver de Microsoft Excel (2003-2010).
2.3. Resultados
2.3.1.Condiciones ambientales durante el crecimiento de las plantas y produccion
de semillas por planta

Variaciones en la fecha de siembra determinaron la exposicion de las plantas a un

rango relativamente amplio de condiciones fotoperiddicas, de radiacion solar y de
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temperatura, fundamentalmente durante las etapas de desarrollo y maduracion de las
semillas (Cuadro 2.1). En promedio, el fotoperiodo fue mas corto, la radiacion solar
diaria més baja y la temperatura media diaria més alta para las plantas sembradas "mas
tarde" (primavera y verano) respecto de aquellas sembradas "mas temprano" (otofio y
invierno). Las condiciones ambientales (fotoperiodo, temperatura y radiacion) durante
los distintos periodos de cosecha evaluados (C1 y C2) resultaron méas variables cuando
las plantas se sembraron a fines de otofio que cuando estas fueron sembradas a inicios
de verano (Cuadro 2.1).

Las variaciones en las condiciones ambientales previamente descriptas afectaron
distintos aspectos del ciclo de vida de las plantas: el tiempo a floracion, la extension de
la etapa de produccion de semilla y la longitud total del ciclo (Fig. S2.1). El tiempo a
floracion y la longitud del ciclo fueron menores conforme se atraso la fecha de siembra
(e.g. la longitud total de los ciclos fue de ~290 d para las plantas sembradas a fines de
otofio y de ~93 d para aquellas sembradas a inicios de verano en la estacion de
crecimiento 2015/16). Esto impact6 significativamente sobre la produccion de semillas
por planta (Fig. 2.2): las plantas sembradas mas tempranamente tuvieron, en general,
una mayor produccion de semillas que las aquellas plantas sembradas mas tarde. En
particular, las siembras de verano determinaron la menor produccion de semillas
(prueba de Tukey con P<0,05). Las plantas expuestas a la extension de la duracion del
fotoperiodo (la cual se aplicd a partir del inicio de la floracion) no exploraron
variaciones en otras variables ambientales en relacion a aquellas plantas que se
mantuvieron bajo un fotoperiodo natural corto (Cuadro 1). Este tratamiento no afecto
significativamente la produccion de semillas por planta (Fig. 2.2). Estos resultados

fueron consistentes en todas las estaciones experimentales.
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Cuadro 2. 1. Valores promedio (+DE) de variables ambientales medidas durante las etapas de
desarrollo y maduracion de las semillas en plantas que fueron sembradas en diferentes fechas en
tres estaciones de crecimiento consecutivas (2015/16,2016/17 y 2017/18).

Temperatura Temperatura Temperatura Radiacion
Fecha de peratut media/absoluta P Fotoperiodo T
siembra media diaria minima diaria mc':dla/absgluta medio (h) media dl_z;rla
(°C) °C) maxima diaria (°C) (MIm™)
Otoilo tardio
o1 14,37(2,69) 9,63(3,01)/3.3 18,99(3,78)/26,1 12,43 15,97(2,01)
Otofio tardio
o 18,64(4,97)  17,14391)/3,6  25,79(5,06)/34,4 14,7 16,79(3,56)
Otoiio
tardic 16,62(502)  13453,98)/33  22,45(5,12)/34,4 13,6 16,40(3,64)
9 l‘;“gfno 22,40(3,90) 1727(2,98)/7,4  22.,83(4,08)/36,7 14,65 20,44(3,65)
8 ardio
2| b
S rg‘g:ra 24,01(2,62) 17,96(3,23)/3,7  25,44(3,44)/36,7 13,7 16,52(9,48)
ten::;;%om 23,12(1,49) 15,70(4,96)/3,7  24,53(5,74)/34,8 14,28 23,86(5,96)
terr};il;lilr:)CZ 22,67(3,60)  14.27(4,93)/3,7 23,12(6,2)/34.8 13,01 12,50(5,72)
tf,,f;;‘;,‘;o 2291(3.84)  14995,12)3,7  23,82(62)/38,38 13,64 18,20(6,05)
o |Mediados de | ) 564 35, 15,58(4,50)/3,4  25,73(5,13)/34,8 14,57 21,01(3,34)
8 mvierno
Sy
S ten?;?érilr(l)o 24792,79)  19,87(3,09)/10,7  29,82(3,25)/39.6 13,16 20,65(1,85)
Otofio tardio | 20,61(4,53)  15,53(4,43)62  26,41(5,30)/37,2 14,66 21,01(4,07)
oo |Mediados de | ggy 53, 15,52(4,46)/6,2  26,40(5,31)/37,2 14,62 21,71(4,03)
8 mvierno
| b
| oo | 2273679 1707699079 2826443372 14,65 2027(5.61)
Mef;‘;‘;ifjj | 190703,15)  1497(434)39  24,51(527)/343 12,93 18,16(8,60)

C1 y C2 refieren a variables ambientales medidas durante las etapas de desarrollo y maduracion
de las semillas en la planta madre a lo largo de dos periodos de cosechas sucesivas de las
semillas. “Otofio tardio” (2015/16) y “Mediados de invierno” (2016/17) refieren a plantas
expuestas al fotoperiodo natural y extendido (+2 h o +4 h), dado que el fotoperiodo materno
post-floracion no alterd la fenologia de las plantas. Los desvios estandar se muestran entre
paréntesis. Las semillas obtenidas de las siembras llevadas a cabo en 2015/16 remarcadas en
negrita (i.e. Otofio tardio y Verano temprano) fueron las mas utilizadas en los analisis
realizados en el presente capitulo.
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Figura 2. 2. Produccion de semillas por planta de P. aviculare para cada fecha de siembra y
tratamiento de fotoperiodo realizados en (a) 2015/16, (b) 2016/17 y (c¢) 2017/18. +2 hy +4 h
indican la extension del fotoperiodo. Las columnas representan la media y las barras verticales,
el error estandar. Diferentes letras indican diferencias significativas entre medias (p<0,05) segun
las pruebas de comparacion de Tukey realizada con el software InfoStat (version InfoStat 2017.
InfoStat Group, FCA, Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina).

2.3.2. Efecto del ambiente materno sobre la salida de la dormiciéon primaria

Las semillas expuestas a diferentes condiciones ambientales durante su desarrollo y
maduracion debido a variaciones en la fecha de siembra mostraron diferencias en la
salida de la dormicion primaria (Fig. 2.3). Las semillas obtenidas de plantas sembradas
"mas temprano" (fines de otofio y fines de invierno) mostraron una menor tasa de salida
de dormicion durante la estratificacion que aquellas provenientes de plantas sembradas
"mas tarde" (fines de primavera e inicios de verano) (prueba de Tukey con P<0,05; Fig.
2. 3). Las diferencias fueron mas claras cuando las semillas se incubaron a 10/24 °C que
a 15 °C (Fig. 2.3). Las diferencias descriptas resultaron consistentes para las tres
estaciones de crecimiento (Fig. S2.2) y los distintos biotipos analizados (Fig. 2.3). La
consistencia de los resultados en los tres afios experimentales indica que los resultados
obtenidos fueron consecuencia de cambios en el ambiente productivo de las semillas

(Fig. 2.3 y S2.2).
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Figura 2. 3. Germinacion acumulada (%) para semillas de P. aviculare incubadas a (a) 15 y (b)
10/24 °C durante 15 d luego de 0 (i.e. a cosecha), 10, 25, 50 y 75 d de estratificacion a 4,8 °C.
Las semillas se obtuvieron de plantas sembradas en cuatro fechas diferentes realizadas en
2015/16. Los simbolos representan la media (n= 4) y las barras verticales, el error estandar.

Las semillas obtenidas de plantas sembradas a fines de otofio (expuestas a
fotoperiodo natural y extendido +4 h) e inicios del verano (2015/16) fueron utilizadas
para analizar la salida de dormicion durante la estratificacion a 1,6, 4,8 y 9,8 °C,
mediante pruebas de germinacién en un amplio rango térmico (10, 15,20y 25°Cya
10/24 °C). En general, las semillas estratificadas a temperaturas mas frias mostraron una
salida de dormicion primaria mas rapida que aquellas estratificadas a mayor temperatura
(Fig. 2.4). Mas alla de este comportamiento general, se observd que la germinacion de
las semillas difirio segln el tratamiento materno. Por su parte, el efecto de la fecha de
siembra se dependio de la temperatura de estratificacion e incubacion (Fig. 2.4). Las
diferencias se acentuaron bajo las temperaturas de estratificacion “mas frias” (1,6 °C y
4,8 °C), mientras que practicamente no se observaron diferencias a 9,8 °C (excepto a
10/24 °C). A temperaturas de incubaciéon constantes, las semillas de la siembra de
inicios de verano germinaron mas que aquellas de la siembra de fines de otofio,

principalmente a las temperaturas de incubacion mas altas (20 y 25 °C). A 10/24 °C, las
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semillas de la siembra de verano germinaron mas que las obtenidas de la siembra de de

otofio, sin importar la temperatura de estratificacion).
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Figura 2. 4. Germinacion final (%) para semillas de P. aviculare incubadas a 10, 15, 20, 25 y
10/24 °C durante 15 d luego de 0, 10, 25, 50 y 75 d de estratificacion en (a) 1,6, (d) 4,8 y (c) 9,8
°C. Las semillas se obtuvieron de plantas sembradas a fines de otofio y expuestas al fotoperiodo
natural, plantas sembradas a principios del verano y plantas sembradas a fines del otofio pero
expuestas a +4 h (2015/16). Los simbolos representan la media (n=4) y las barras verticales, el
error estandar.

Un fotoperiodo mas largo aument6 el nivel de dormicion primaria: las semillas de
plantas expuestas a un fotoperiodo extendido +4 h mostraron menores porcentajes de
germinacion que aquellas semillas expuestas al fotoperiodo natural mas corto (Fig. 2.4).
En general, estas diferencias fueron de mayor magnitud a menor temperatura de
estratificacion (1,6 y 4,8 °C) y a menor temperatura de incubacion (10 y 15 °C). A
10/24 °C, las variaciones en la germinacion fueron evidentes bajo todas las condiciones
de estratificacion evaluadas (i.e. a 1,6, 4,8 y 9,8 °C). El efecto del fotoperiodo descripto

fue consistente entre las distintas estaciones de crecimiento (Fig. 2.4 y S2.4) y para las
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distintas extensiones de fotoperiodo analizadas (fotoperiodo natural, +2 h 'y +4 h). A su
vez, este efecto fue consistente con las diferencias observadas entre C1 y C2 (Fig. 2.5)
descriptas en el parrafo anterior: cuando el fotoperiodo fue mas largo (C2), las semillas
mostraron un mayor nivel de dormicion.

En semillas cosechadas en diferentes momentos durante la dispersion (Fig. 2.5), la
salida de la dormicion solo difirid cuando las variaciones en el ambiente entre los
periodos de cosecha fueron significativas (Cuadro 2.1). Las variables ambientales
fueron mas contrastes para plantas sembradas a fines de otofio que para aquellas
sembradas a inicios de verano. Para las primeras, las semillas obtenidas de cosechas
mas tempranas (Cl) mostraron una salida de la dormicion mas rapida durante la
estratificacion que aquellas obtenidas cosechas mas tardias (C2), y este patron fue
similar para las semillas expuestas al fotoperiodo natural o +4 h. Las diferencias
observadas entre C1 y C2 son consistentes con las descriptas en el parrafo anterior:
cuando el fotoperiodo fue mas largo (C2), las semillas mostraron un mayor nivel de
dormicion.
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Figura 2. 5. Germinacion final (%) para semillas de P. aviculare incubadas a 10/24 °C durante
15 d luego de 0, 10, 25, 50 y 75 d de estratificacion a 4,8 °C. Las semillas se recolectaron en dos
momentos, C1 y C2 de la dispersion de plantas sembradas en (a) fines de otofio y expuestas al
fotoperiodo natural, (b) a principios del verano y (c) a fines de otofio y expuestas a +4 h
(2015/16). Los simbolos representan la media (n= 4) y las barras verticales, el error estandar.

En relacion a la respuesta a la luz, las semillas obtenidas de las siembras de otofio
(fotoperiodo natural y +4 h) y de verano mostraron variaciones importantes en sus

requerimientos de luz para germinar (Fig. 2.6 y S2.4). A 10/24 °C (Fig. 2.6a), mientras
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que en semillas obtenidas de la siembra temprana la germinacion en oscuridad o luego
de un pulso de RL se mantuvo por debajo del 25%, aquellas semillas obtenidas de la
siembra de verano alcanzaron valores de germinacion superiores al 75%. Luego de un
pulso de RL, s6lo las semillas obtenidas de la siembra de verano mostraron una
respuesta VLFR (como se evidencia a 10/24 °C luego de 50 d de estratificacion) y
pérdidas de requerimientos de luz para germinar (a 10/24 °C luego de 75 d de
estratificacion, en oscuridad y luego de un pulso de RL). En relacion a la germinacion
lograda luego de un pulso de R vs en oscuridad o RL, las diferencias fueron mayores
para las semillas obtenidas de la fecha de siembra de otofio. A 15 °C (Fig. 2.6b), solo se
detectd un aumento progresivo de la germinacion cuando las semillas fueron expuestas

a un pulso de luz R (en los demas casos, la germinacion fue menor al 15%).
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Tiempo de estratificacion (d)

Figura 2. 6. Germinacion final (%) para semillas de P. aviculare incubadas a (a) 10/24 y (b) 15
°C durante 15 d luego de 0, 10, 25, 50 y 75 d de estratificacion a 4,8 °C y de ser expuestas a un
pulso de 20 min: de luz R con una intensidad de 28 pmol m™ s, luz RL con una intensidad de
32 umol m™ s™ u oscuridad constante. Las semillas se obtuvieron de plantas sembradas a fines
de otofio expuestas al fotoperiodo natural, plantas sembradas a principios del verano y plantas
sembradas a fines de otofio pero expuestas a +4 h (2015/16). Los simbolos representan la media
(n=4) y las barras verticales, el error estandar.

La extension del fotoperiodo determind un aumento de los requerimientos de luz de

las semillas para germinar (Fig. 2.6). Semillas obtenidas de plantas expuestas a un
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fotoperiodo extendido +4 h no germinaron en oscuridad o luego de un pulso de RL bajo
ninguna de las temperaturas de incubacion evaluadas, mientras que aquellas semillas
provenientes de plantas expuestas a un fotoperiodo natural corto germinaron en una
mayor proporcion bajo estas condiciones. Luego de un pulso de R (Fig. 2.6), los
porcentajes de germinacion también fueron menores para semillas de plantas expuestas
al fotoperiodo extendido. Las diferencias fueron mas consistentes a 10/24 °C (donde las
variaciones llegaron a ser del orden del 50%) que a 15 °C, en semillas obtenidas en
distintas estaciones de crecimiento (Fig. S2.4).
2.3.3.Efecto del ambiente materno sobre la induccion en dormicion secundaria
Luego de ser estratificadas durante 65 d, y previo al almacenaje bajo condiciones que
promueven la induccion en dormicioén secundaria (i.e. altas temperaturas y humedad),
las semillas obtenidas de la siembra de inicios de verano mostraron niveles de
germinacion mas altos que aquellas obtenidas de la siembra de fines de otofio (Fig. 2.7).
Independientemente de la fecha de siembra, durante el almacenaje a altas temperaturas
y humedad, la tasa de induccién en dormicioén secundaria fue mayor a 23,2 °C que a
19,8 °C. Esto se puede observar claramente en semillas incubadas a 10/24 °C, donde las
semillas mostraron mayores valores de germinacion después de 15 d de almacenaje a
19,8 °C que a 23,2 °C. Entre fechas de siembra, la germinacion disminuyd a una mayor
tasa (i.e. mayor tasa de induccion en dormicion secundaria) en semillas obtenidas de la
siembra de verano que en semillas provenientes de plantas sembradas en otofio. Por
ejemplo, las semillas obtenidas de la siembra de verano mostraron una mayor
germinacion (~90%) que las de la siembra de otofio (~60%) a los 0 d de almacenaje
cuando se incubaron a 20 °C; sin embargo, ambos grupos de semillas germinaron en la

misma magnitud (menos del 10%) transcurridos 9 d de almacenaje a 23,2 °C.
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Figura 2. 7. Germinacion final (%) para las semillas de P. aviculare incubadas a 15, 20, 25 y
10/24 °C durante 15 d, luego de 0, 1, 3, 6, 9, 15 y 20 d de almacenamiento en humedo a (a) 19,8
y (b) 23,2 °C. Las semillas se estratificaron previamente a 4,8 °C durante 65 d y luego se
transfirieron a estas condiciones de almacenamiento que inducen la dormicion secundaria. Las
semillas se obtuvieron de plantas sembradas a fines de otofio (y expuestas a condiciones
naturales de fotoperiodo) y a inicios de verano (2015/16). Los simbolos representan la media
(n=4) y las barras verticales, el error estandar.

2.3.4.Desarrollo de modelos

Se estimaron los pardmetros térmicos poblacionales que permiten maximizar el
ajuste entre los porcentajes de germinacion final obtenidos experimentalmente en El
(fechas de siembra contrastantes y tratamientos con fotoperiodo) y E2 (fechas de
siembra contrastantes) y los porcentajes de germinacion simulados para cada caso
(Cuadro S2.1). En general, se logré una adecuada correlacion entre los datos predichos
y observados (Fig. S2.5). Sin embargo, los parametros para semillas recién dispersadas
(i.e. a cosecha) y para ciertas incubaciones no pudieron ser estimados debido a los bajos
valores de germinacion particularmente alcanzados (Cuadro S2.1).

Para establecer relaciones funcionales entre los parametros estimados (i.e. Tigso),
Tsis0) y los desvios de las temperaturas limites), el tiempo y la temperatura, se
desarrollaron indices de tiempo térmico (TT). Para la dormicion primaria, las unidades

de TT de estratificacion se calcularon sumando °Cd bajo una temperatura umbral para la
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salida de dormicion segin el tiempo de estratificacion y la temperatura (Batlla y
Benech-Arnold 2003). Para la dormicion secundaria, las unidades TT de induccion se
calcularon sumando °Cd por encima de un umbral para la induccion segun el tiempo de
almacenaje y la temperatura (Malavert et al. 2017). En cada caso, los umbrales se
determinaron como aquellos valores que permitieron maximizar el ajuste de modelos de
regresion a la relacion entre las temperaturas limite inferior, Tiso), y superior, Ts(so), del
rango térmico permisivo para la germinacion y el TT acumulado.
2.3.5.Cuantificacion del efecto del ambiente materno sobre la salida de la
dormicién primaria

Durante la salida de la dormicién primaria, el rango térmico permisivo para la
germinacion de las semillas se ampli6 como consecuencia de una disminucioén de la
Tis0) Y, en algunos casos, un aumento de la Tgso)y (Fig. 2.8). Estos cambios en la Tyso) y
la Tsio) pudieron ser descriptos adecuadamente mediante el ajuste de ecuaciones
lineales cuando se representaron graficamente en funcién de unidades de TT de
estratificacion acumuladas por debajo de una temperatura umbral de 13,5 °C (Fig. 2.8).
Las variaciones en la capacidad de las semillas para germinar a las temperaturas ‘mas
bajas’ y ‘mas altas’ durante la estratificacion (Fig. 2.4) dieron lugar a diferentes tasas de
cambio de los limites del rango térmico (P<0,001). La tasa de cambio de la Tyso) fue
mayor para las semillas obtenidas de un ambiente de maduracion mas tardio, bajo un
fotoperiodo materno mas corto. Las variaciones en la Tsso) s6lo ocurrieron en semillas
obtenidas plantas sembradas en de diferentes fechas. La tasa a la cual aumentd este
parametro durante la salida de la dormicion fue significativamente mayor para aquellas
semillas obtenidas de plantas sembradas a inicios de verano (Fig. 2.8). Si bien las
diferencias en la germinacion entre las fechas de siembra se asociaron a cambios en la

evolucion de ambos limites, las diferencias en la Ts(so) fueron mayores que en la Tso).
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Figura 2. 8. Valores estimados de Tyso) y Tsso) (arriba) y los desvios estandar de los limites
(abajo) en funcion de la acumulacion de TT de estratificacion (°Cd) a 1,6, 4,8 y 9,8 °C para
semillas de P. aviculare. Las semillas se obtuvieron de plantas sembradas en (a) fines de otofo
y expuestas al fotoperiodo natural, (b) inicios del verano y (c) fines de otofio y expuestas
fotoperiodo extendido +4 h (2015/2016). Las unidades de TT de estratificacion se acumularon
bajo un umbral de 13,5 °C. Las lineas/curvas gruesas representan los parametros asociados al
limite superior, mientras que las lineas/curvas finas representan a los parametros asociados al
limite inferior. Las ecuaciones que describen la relacion entre los parametros con el TT y sus R*
se indican dentro de cada panel. Para el tratamiento de fotoperiodo, los desvios estandar de
ambos limites no mostraron un patrén de variacion claro. Por ello, sus valores medios se indican
dentro del panel correspondiente. Los analisis de regresion lineal y las pruebas de pendiente
(con un nivel de significancia del 5%) se realizaron con el software InfoStat (version InfoStat
2017. InfoStat Group, FCA, Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina).

Los desvios estandar de los limites del rango térmico permisivo para la germinacion
(Fig. 2.8) ajustaron adecuadamente a ecuaciones cuadraticas cuando se graficaron en
funcién de unidades de TT, mostrando una disminuciéon o un aumento para T; y Ts,
respectivamente, hasta ~300 °Cd, y una disminucion o un aumento posterior,
respectivamente. Por el contrario, los valores estimados para las semillas del tratamiento
de fotoperiodo extendido +4 h no mostraron un patron de variacion claro (Fig. 2.8); por
lo tanto, en este caso, se calcularon los promedios de cada desvio (5,83+0,8 °C y

3,75+0,8 °C para los desvios de T; y Ts, respectivamente).
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2.3.6. Cuantificacion del efecto del ambiente materno sobre la induccion en
dormicién secundaria

Para las semillas obtenidas de las fechas de siembra mas contrastantes (fines de
otofo e inicios de verano), la evolucion de los limites del rango térmico permisivo para
la germinacion (Tyiso) y Ts(s0)) durante el almacenaje en condiciones de humedad y alta
temperatura se describid6 adecuadamente mediante ecuaciones lineales cuando se
representaron en funcion de la acumulacion de TT. Este TT de almacenaje fue
acumulado por encima de una temperatura umbral para la induccion de 6 °C (Fig. 2.9).
Los valores de los desvios estandar no mostraron una variaciéon clara, por lo que se

calcularon sus promedios (Cuadro S2.1).
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Figura 2. 9. Valores estimados de Tysoy ¥ Ts(so) €n funcion de la acumulacién de TT de induccion
en dormicion secundaria (°Cd) acumulado durante el almacenaje a 19,8 y 23,2 °C para semillas
de P. aviculare. Las semillas se obtuvieron de (a) plantas sembradas a fines del otofio (y
expuestas a fotoperiodo natural) y (b) plantas sembradas a inicios del verano (2015/16). Las
unidades de TT se acumularon por encima de una temperatura umbral de 6 °C. Las lineas
gruesas se refieren al limite superior, mientras que las lineas finas refieren al limite inferior. Las
ecuaciones que describen la relacion entre los pardametros con el TT y sus R* se indican dentro
de cada panel. Los analisis de regresion y las pruebas de pendiente (con un nivel de
significacion del 5%) se realizaron con el software InfoStat (version InfoStat 2017. InfoStat
Group, FCA, Universidad Nacional de Cordoba, Argentina).

Durante la induccion en dormicion secundaria, el rango térmico permisivo para la
germinacion de las semillas se redujo debido a un aumento de la Tysp) y una
disminucion de la Tgeso) (Fig.2.9). Las tasas de cambio fueron diferentes (P<0,0001)

entre semillas provenientes de las siembras analizadas: el aumento de la Tysp) y la
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disminucion de la Tsso) fueron mayores para las semillas de la siembra de inicios de
verano que para las de la siembra de fines de otofio. Estas diferencias determinaron que
semillas de plantas sembradas en diferentes fechas alcanzaran valores similares de
ambos limites (i.e. niveles de dormicion secundaria) luego de ~140 °Cd (9-15 d de
almacenaje), independientemente del nivel de dormicion inicial.

2.3.7.Efecto del ambiente materno sobre la emergencia a campo

Las semillas se enterraron en el suelo al final de su periodo de dispersion: 1 de
febrero (D1) para semillas obtenidas de plantas sembradas a fines de otofio (fotoperiodo
natural y +4 h) y 8 de mayo (D2) para aquellas obtenidas de plantas sembradas a inicios
de verano (Fig. S2.6). Las semillas de la fecha de siembra de fines de otofo
(fotoperiodo natural) también se enterraron el 8 de mayo (D2), junto con las de verano,
con fines comparativos. En términos generales, las plantulas aparecieron desde fines de
otono hasta fines de primavera (Fig. 2.10). La emergencia aument6 a partir de junio,
alcanzo un pico entre agosto y septiembre (fines del invierno/inicios de primavera) y
ceso a finales de noviembre (fines de primavera). La temporalidad de la emergencia y
los porcentajes de emergencia alcanzados en cada caso dependieron del tratamiento de
ambiente materno y del momento de entierro de las semillas.

A pesar de las variaciones observadas en la germinacion bajo condiciones de
laboratorio, cuando las semillas obtenidas de plantas sembradas en fechas contrastantes
(otofio tardio y verano temprano) fueron enterradas en D1 y D2, se observd una
sincronizacion en los patrones temporales de emergencia (Fig. 2.10). Solo se detectaron
variaciones en la magnitud y el mantenimiento del pico de emergencia de agosto-
septiembre, mayores para aquellas semillas obtenidas de plantas sembradas mas tarde

(prueba de Tukey con P<0,05; Fig. 2. 10).
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Figura 2. 10. Emergencia final de plantulas de P. aviculare (%) obtenida en 7 exhumaciones
realizadas desde abril a enero. Las semillas se obtuvieron de plantas sembradas a fines de otofio
(fotoperiodo natural y +4 h) e inicios de verano (2015/16). Las semillas se enterraron en el suelo
a cosecha: 1 de febrero (D1) para las plantas sembradas en otofio y el 8 de mayo (D2) para las
plantas sembradas a inicios de verano. Las semillas de plantas sembradas a fines de otofio y
cultivadas bajo fotoperiodo natural fueron enterradas también el 8 de mayo. Las barras
representan la media (n= 4) y las verticales, los errores estdndar. Cuadro interno: Produccion
potencial de semillas £IC (95%) modelada en base a las figuras 2.2 y S2.8; calculada para el
total de plantulas emergidas. Supuestos: (i) todas las plantulas emergidas sobreviven, (ii) las
condiciones de crecimiento son Optimas y (iii) la menor producciéon de semilla alcanzable es
cero.

En cambio, cuando las semillas obtenidas de plantas sembradas en fechas
contrastantes se enterraron el 8 de mayo (D2), se observo una variacion en los patrones
de emergencia, tanto en la temporalidad como en la proporcion lograda por cada
tratamiento (Fig. 2.10). Las semillas obtenidas de la fecha de siembra de fines de otofio
mostraron un retraso en el inicio de la emergencia (en junio, la emergencia fue
practicamente nula) y menores porcentajes de emergencia en los meses de julio a
septiembre que aquellas de la siembra de inicios de verano. Dado que las semillas
obtenidas de plantas sembradas en otofio fueron almacenadas en seco hasta su entierro
en D2, se realizaron pruebas de germinacion a 15 y 10/24 °C para evaluar posibles
cambios en su nivel de dormicion. La germinacion no mostrd variaciones en ningin
caso (germinacion <2% para ambos tratamientos); por lo cual, es posible afirmar que las
diferencias observadas en la emergencia no se debieron al almacenaje previo al entierro.

Las semillas obtenidas de plantas sembradas en otoflo y enterradas en D2

representarian el comportamiento de semillas dispersadas mas tarde (debido a una
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siembra de la planta madre mas tardia) si no presentaran cambios en el nivel de
dormicién por efecto del ambiente materno. Con el fin de analizar como impacta el
efecto del ambiente materno sobre la capacidad reproductiva de las plantas, se modeld
la produccion potencial de semillas por planta en funcion del momento de emergencia
(Fig. S2.8) y se estimo la produccion total de semillas para cada tratamiento (Fig. 2.10,
Cuadro interno). Si las semillas obtenidas de la siembra de verano (que son dispersadas
mas tarde, en D2) no salieran mas rapido de la dormicién verian disminuido su
rendimiento reproductivo en aproximadamente un 70%.

En cuanto al fotoperiodo, las semillas obtenidas de plantas expuestas a distintos
fotoperiodos a partir de floracion también mostraron variaciones en la emergencia (Fig.
2.10). Las semillas de plantas expuestas a un fotoperiodo mas largo (+4 h) mostraron un
atraso en el inicio de la emergencia y porcentajes de emergencia mas bajos que aquellas
semillas recolectadas de plantas crecidas bajo un fotoperiodo natural mas corto (Fig.
2.10). Sin embargo, el final de la ventana de emergencia (extraccion de fines de
noviembre) coincidid para ambos tratamientos. El efecto de la extension del fotoperiodo
también determinoé una disminucion significativa de la produccion potencial de semillas
de la nueva generacion de individuos (Fig. 2.10, Cuadro interno).

2.3.8. Aplicacion de los modelos de salida y entrada en dormicion

Los modelos desarrollados (Fig. 2.8 y 2.9) se utilizaron para simular los patrones de
germinacion para semillas obtenidas de plantas sembradas a fines de otofio e inicios de
verano (Fig. 2.11). Brevemente, durante el periodo caracterizado por incrementos en la
emergencia con el tiempo, tanto las temperaturas limites (Tyso) y Tss0) como sus
desvios estandar se calcularon utilizando los modelos de salida de la dormicion primaria
(Fig. 2.8). Durante el periodo caracterizado por una disminucién de la emergencia, los

parametros térmicos se estimaron utilizando los modelos de induccion en dormicion
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secundaria (Fig. 2.9). Las unidades térmicas se calcularon, en cada caso, de acuerdo con
los registros de temperatura del suelo del experimento a campo (Fig. S2.6). Las
simulaciones predijeron correctamente el patron temporal de emergencia, pero
subestimaron los porcentajes observados (Fig. 2.11). Sin embargo, la precision de la
simulacion mejord significativamente cuando se incluyd el efecto de la alternancia

térmica sobre la terminacion de la dormicion a los modelos (Fig. S2.7).

100-2 b
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Figura 2. 11. Emergencia (%) observada de plantulas de P. aviculare a campo vs curvas de
germinacion simuladas. Las simulaciones se realizaron utilizando los modelos desarrollados con
datos de germinacion obtenidos bajo temperaturas de incubacion constantes (Fig. 2.8 y 2.9), y
los modelos que incorporan la respuesta de las semillas a la alternancia térmica (Fig. S2.7). Las
semillas utilizadas en el experimento de campo se obtuvieron de plantas sembradas en (a) fines
de otoflo y (b) inicios de verano. Los simbolos representan la media (n= 4) de la emergencia
observada a campo y las barras verticales, el error entandar. El 4rea blanca indica el periodo
durante el cual la emergencia aumento6 con el tiempo y el area gris, aquel donde la emergencia
disminuyo.
2.4. Discusion

Las semillas ajustan continuamente su nivel de dormicioén, lo cual les permite
emerger en el contexto adecuado (Finch-Savage y Footitt, 2012). En el presente trabajo,
mediante el uso de modelos de umbral de base poblacional combinados con
experimentos de laboratorio y de campo, se mostr6 que el ambiente materno ejerce un
ajuste muy preciso del nivel de dormicion de las semillas, el cual contribuye a que la

nueva generacion maximice su capacidad reproductiva. Este ajuste ocurri a través de

efectos del ambiente materno sobre la salida de dormicion primaria (Fig. 2.3, 2.4 y 2.5),
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la induccion en dormicién secundaria (Fig. 2.7), las respuestas de las semillas a las
temperaturas alternadas (Fig. 2.3, 2.4, 2.5 y 2.6) y las respuestas de las semillas a la luz
(Fig. 2.6). Esto, a su vez, afectdé el momento y la proporcion de la emergencia bajo
condiciones de campo (Fig. 2.10). En general, los resultados mostraron que la
complejidad de este fenomeno conduciria a interpretaciones erroneas si los estudios de
laboratorio y de campo no se realizaran en forma complementaria y simultanea.

A campo, las poblaciones de semillas obtenidas de las fechas de siembra mas
contrastantes mostraron una sincronizacién temporal de sus patrones de emergencia
(Fig. 2.10 y 2.11). Esto ocurri6 a pesar de las diferencias significativas que se detectaron
en sus tasas de salida e induccion en dormicion (Fig. 2.7 y 2.8): aunque los porcentajes
de emergencia variaron en septiembre, no se observaron diferencias entre tratamientos
durante el resto de la ventana de emergencia. Recientemente se informaron resultados
similares para Arabidopsis thaliana, cuyas semillas mostraron similares niveles de
emergencia habiendo sido dispersadas en primavera y otofio (Edwards et al. 2017).
Segun los autores, esto ocurrid debido a una disipacion del efecto materno que tuvo
lugar ni bien las semillas respondieron a sus propios ambientes en el suelo.

En el presente capitulo se demostro, a través de la cuantificacion de los parametros
poblacionales que caracterizan el nivel de dormicion (Fig. 2.7 y 2.8), que la
sincronizacion observada en los patrones temporales de emergencia no se debié a una
disipacion del efecto del ambiente materno, sino, por el contrario, a una consecuencia
directa de este efecto, como fue sugerido previamente Burghardt et al. (2016). Aunque
las semillas de la siembra de verano se enterraron tres meses mas tarde que las de la
siembra de otofio, una mayor tasa de salida de la dormicion compens6 su periodo mas
corto de exposicion a las condiciones que promueven la salida de la dormicion (i.e.

temperaturas <13,5 °C), por lo que lograron niveles de dormicion similares al comienzo
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de la ventana de emergencia (Fig. 2.10). Ademads, una inducciéon en dormicién
secundaria mas rapida en las semillas de la siembra de verano determiné el final de la
emergencia a fines de la primavera, en coincidencia con lo observado para semillas de
la siembra de otofio (esto ocurri6 a pesar de que las semillas de la siembra de verano
alcanzaron una dormicion menor en septiembre, denotada por una mayor emergencia).
Los resultados obtenidos utilizando semillas recolectadas en C1 y C2 (Fig. 2.5) sugieren
que incluso las condiciones prevalecientes para una misma cohorte de plantas podrian
contribuir a la sincronizacion de la emergencia de semillas dispersadas en diferentes
momentos (C1 y C2 corresponderian a una dispersion temprana y tardia, respectiva-
mente).

Este trabajo analiz6 cuantitativamente el efecto materno a través de la estimacion de
los cambios en el rango térmico permisivo para la germinacion de semillas. Los
modelos (Fig. 2.8 y 2.9) se realizaron utilizando un enfoque de TT que considera que la
salida de dormicion ocurre por debajo de un umbral de 13,5 °C, un valor méas bajo que
el reportado anteriormente para semillas de esta especie (17 °C; Batlla y Benech-Arnold
2003). Mas alla de la metodologia matematica utilizada, la baja germinacion lograda por
las semillas cuando fueron estratificadas a 9,8 °C (Fig. 2.4) explicaria al menos
parcialmente el umbral obtenido, no muy lejos de esta temperatura de estratificacion.
Valores cercanos a este umbral han sido informados previamente en otras especies
anuales de verano, como P. persicaria -15,5 °C- 'y Chenopodium album -16,6 °C-
(Vleeshouwers y Bouwmeester 2001). Por otro lado, en contraste con otros modelos
obtenidos para P. aviculare donde uUnicamente varid la T, durante la salida de la
dormicion (Batlla y Benech-Arnold 2003), en este trabajo se observaron cambios en

ambos limites del rango térmico (Tiis0) y Tseso); Fig. 2.8).
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Las variaciones observadas en el rango térmico permisivo para la germinacioén
dependieron del ambiente materno (Fig. 2.8 y 2.9). Mientras que en semillas obtenidas
de la siembra temprana, los cambios en Tj:so) fueron mayores que en Ts(soy, en aquellas
de la siembra tardia los cambios en Tsso) fueron mayores que en la Tysg). Esta fue la
consecuencia de los altos niveles de germinacion observados a las temperaturas de
incubacion mas altas (20 y 25 °C) en semillas obtenidas de la fecha de siembra tardia
(Fig. 2.4), lo que, ademas, explicaria la mayor emergencia en el campo de estas ultimas
durante la primavera (septiembre; Fig. 2.10), cuando las temperaturas estan
aumentando. En resumen, estos resultados indican que el ambiente materno podria
afectar de manera diferente el rango térmico en el que se expresa la dormicion (i.e. la
germinacion a diferentes temperaturas), y que esto podria tener consecuencias sobre el
patron temporal de emergencia en el campo.

La inducciéon en dormicion secundaria (Fig. 2.9) se ha modelado recientemente para
las semillas de P. aviculare (Malavert et al. 2017). Segln este modelo, las temperaturas
superiores a 7,9 °C aumentan el valor de la temperatura limite inferior (Tjs0)). Aqui, se
estim6 un umbral de temperatura para la induccion en dormicion similar, aunque menor
(6 °C). por otro lado, mientras Malavert et al. (2017) encontraron que so6lo la Tisg)
cambi6 durante la induccion en dormicidon secundaria, en el presente trabajo ambos
limites del rango térmico variaron durante el proceso de induccion (Fig. 2.9). Las
semillas obtenidas de la siembra de verano mostraron una mayor tasa de induccion en
dormicion secundaria que aquellas obtenidas de la siembra de otofio. En consecuencia,
semillas obtenidas de diferentes fechas de siembra alcanzaron niveles de dormicion
secundaria similares en pocos dias (o °Cd), a pesar de las diferencias observadas al
inicio del proceso inductivo en el nivel de dormicion primaria (i.e. a los 0 d de

almacenaje a altas temperaturas).
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De manera consistente en diferentes biotipos (Fig. S2.3), los resultados obtenidos
revelan diferentes vias a través de las cuales el efecto del ambiente materno incide sobre
el ajuste temporal de la emergencia en semillas de P. aviculare. Las variaciones en el
ambiente materno provocaron cambios significativos del nivel de dormicion de las
semillas post-dispersion, asi como variaciones en las respuestas a los factores que
terminan la dormicion, en pos de no variar la dindmica temporal de la germinacion. El
ecotipo principalmente utilizado en este trabajo proviene de una region con probabilidad
de heladas en otofio, invierno y primavera (Fig. 2.12). Su emergencia no deberia ocurrir
tan tempranamente como para exponer a las plantas a daios por heladas durante sus
etapas reproductivas, ni demasiado tarde porque se reduciria significativamente la
produccion de semillas por planta (Fig. 2.12). Asi, la maximizacion de la capacidad
reproductiva de los individuos resulta del equilibrio entre maximizar la prevencion del
dafio por heladas y la anticipacién de la emergencia para permitir mas tiempo para la
reproduccion (Donohue et al. 2010). Los datos sugieren que el efecto del ambiente
materno contribuiria a este equilibrio alterando el nivel de dormicion de semillas
maduradas y dispersadas en diferentes momentos de modo de que la mayor fraccion del
banco emerja en la ventana temporal que permite a los nuevos individuos maximizar su
produccion de semillas en condiciones naturales (Fig. 2.10 y 2.12).

Los datos presentados sugieren que el efecto del ambiente materno sobre el nivel de
dormicién tendria un impacto menor en la dindmica poblacional de lo que se creia
anteriormente (Auge et al. 2017), ya que actuaria fundamentalmente evitando
variaciones en los patrones temporales de emergencia. Esto posee sustento desde un
punto de vista ecologico, ya que el cambio en el patron temporal de la emergencia
ciertamente disminuiria el éxito reproductivo de las plantas y seria perjudicial para la

perpetuacion de la poblacion (Fig. 2.9 y 2.11). La relevancia ecoldgica de mantener un
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patron temporal de emergencia relativamente estable puede ser menor en especies
inverno facultativas como A. thaliana. Estas plantas pueden atravesar periodos
desfavorables como rosetas; por lo tanto, emerger en diferentes ventanas temporales
(i.e. otofio y primavera) no implicaria, necesariamente, consecuencias adversas sobre la
capacidad reproductiva de los individuos. En especies anuales como P. aviculare, en
cambio, la emergencia en la ventana temporal adecuada es fundamental optimizar su

supervivencia y reproduccion.
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Figura 2. 12. Las columnas horizontales refieren al periodo de germinacion simulado para
semillas de P. aviculare que se dispersaron a mediados de verano (D1) o de otofio (D2), segun
la figura S2.9. En azul (D1) y en rojo (D2), se representan los periodos simulados considerando
tasas de salida e induccion en dormicion variables (por efecto del ambiente materno); en
amarillo (germinacion para semillas dispersadas en D1, usando tasas de salida e induccioén en
dormicién de D2) y en violeta (germinacion para semillas dispersadas en D2, usando tasas de
salida e induccion en dormicion de D1) se representan escenarios alternativos en los cuales las
tasas de salida e induccion en dormicidon no son afectadas por el ambiente materno. Dentro de
las columnas, las secciones punteadas indican el periodo en el que todas las plantas son
vegetativas; y las secciones a rayas muestran el periodo en el que coexisten plantas
reproductivas y vegetativas, segun la figura S2.10. La ventana de ocurrencia de heladas esta
representada por el area gris (la linea punteada negra indica el periodo de maxima probabilidad,
segun la figura S2.8); el gradiente, junto con la flecha en la parte superior, en grises representan
la intensidad de las heladas. El periodo de altas reducciones en la produccion de semillas se
muestra en naranja (Fig. S2.10). El efecto del ambiente materno sincronizo la germinacion y
maximizo6 el equilibrio entre reducir el riesgo de dafos por heladas durante la etapa reproductiva
y anticipar la emergencia para permitir una mayor reproduccion. En cambio, en los escenarios
alternativos (D1-D2 y D2-D1), se observdé un adelanto o un retraso en el inicio de la
germinacion. El adelanto implicaria un mayor riesgo de dafio por heladas durante la etapa
reproductiva de las plantas. El retraso acortaria el periodo durante el cual las plantas producen
semillas.
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Respecto al fotoperiodo, este factor fue estudiado independientemente de otras
variables ambientales que cambian con la fecha de siembra (Fig. 2.5). En coincidencia
con otras especies (Gutterman y Evenari 1972; Kigel et al. 1979; Munir et al. 2001;
Imaizumi et al. 2017), una mayor longitud del dia aument6 el nivel de dormicion y
disminuy6 la tasa de salida de la dormicion primaria. En este sentido, Donohue et al.
(2005) encontraron para A. thaliana que el efecto del fotoperiodo era sutil e
interpretaron que las condiciones posteriores a la dispersion disipaban este efecto. Aqui,
el efecto del fotoperiodo materno persistiéo notablemente bajo condiciones de campo al
afectar los patrones de emergencia (Fig. 2.10). Las plantas sembradas mas tarde se
expusieron a fotoperiodos mas cortos durante la fase reproductiva que las sembradas
antes, y los cambios expresados en la dormicion ocurrieron en una direccion similar a la
de los ensayos de fotoperiodo. Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que el
fotoperiodo materno podria ser uno de los factores involucrados en la regulacion de los
cambios en el nivel de dormicion de semillas de P. aviculare debido variaciones en la
fecha de siembra de la planta madre. Esto tiene implicaciones ecologicas relevantes
teniendo en cuenta que el fotoperiodo representa una clara sefial estacional (Donohue

2009).
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CAPITULO 3
La regulacion del ambiente materno sobre la emergencia de Amaranthus hybridus
sugiere la existencia de un rol ecolégico comin a distintas especies

Resumen

Diferentes trabajos sugieren que la fecha de siembra, el fotoperiodo y la temperatura
materna podrian determinar similares efectos sobre la dormicion en semillas de distintas
especies. Sin embargo, no hay antecedentes que indaguen la existencia de un rol
ecologico de la regulacion materna sobre la dormiciéon comin para distintas especies.
En el presente capitulo se analizo el efecto de la fecha de siembra y el fotoperiodo
materno sobre la dormicion en semillas de Amaranthus hybridus. Los resultados
mostraron que variaciones en la fecha de siembra determinaron importantes cambios en
el nivel de dormicion de las semillas a la dispersion, lo cual condujo a una
sincronizacion temporal de los patrones de emergencia de la descendencia en el campo.
Tal como se describid para Polygonum aviculare en el Capitulo 2, este efecto determind
que la emergencia de 4. hybridus presentara un patron que permite a la nueva
generacion de plantas maximizar su capacidad reproductiva, lo cual pudo verificarse
mediante el desarrollo de modelos y simulaciones. Este trabajo sustenta la hipotesis de
que el efecto del ambiente materno podria presentar un rol ecoldgico comun para
distintas especies y brinda informacion preliminar acerca de los mecanismos asociados
a este efecto en semillas de A. hybridus.
3.1. Introduccion

El Capitulo 2 de la presente tesis mostré como el ambiente materno modula el nivel
de dormicion de las semillas de Polygonum aviculare maduradas y dispersadas en
diferentes momentos debido a cambios en la fecha de siembra de la planta madre. A

diferencia de la idea predominantemente sefialada por la bibliografia, las variaciones en

59



60

el ambiente materno explorado por las semillas de P. aviculare no determinaron
cambios en los patrones temporales de emergencia a campo. Por el contrario,
condujeron a una sincronizacion temporal de la emergencia de manera tal de ubicar los
principales flujos de emergencia en aquel periodo que permite maximizar la capacidad
reproductiva de las plantas, en coincidencia con lo sugerido para Arabidopsis thaliana
por algunos autores (Springthorpe y Penfield 2015; Burghardt et al. 2016; Edwards et
al. 2017). Esto tiene sentido desde un punto de vista ecologico y adaptativo, ya que la
situacion opuesta (i.e. cambios en los patrones de emergencia) ciertamente disminuiria
la capacidad reproductiva de los individuos y seria perjudicial para la perpetuacion de
las poblaciones.

Diferentes trabajos muestran que semillas de distintas especies tales como
Amaranthus hybridus (Barton 1962; Frost 1971), A. retroflexus (Kigel et al. 1977,
Chadoeuf-Hannel y Barralis 1982), Chenopodium polyspermum (Pourrat y Jacques
1975), C. quinoa (Ceccato et al. 2015), C. album (Karssen 1970) y A. thaliana
(Springthorpe y Penfield 2015; Kendall et al. 2011; Kendall et al. 2011; Burghardt et al.
2016; Edwards et al. 2017) presentan menos dormicion cuando provienen de plantas
cultivadas mas tarde en la estacion de crecimiento, o plantas crecidas bajo dias cortos o
temperaturas altas. Esto sugiere que el efecto detectado para P. aviculare y descripto
previamente podria ser comun en semillas de distintas especies. Se desconoce, no
obstante, si estas variaciones en el comportamiento germinativo de las semillas
observadas bajo condiciones controladas de laboratorio se asocian a la posibilidad de las
plantas de sincronizar su emergencia y maximizar su produccion de semillas en el
campo, como fue comprobado para P. aviculare en el capitulo anterior.

Por otro lado, el efecto del ambiente materno sobre la dormiciéon ha sido

especialmente detectado en aquellas especies cuyas semillas presentan dormicioén por
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cubiertas, debido a la influencia dominante del genoma materno sobre el desarrollo y la
fisiologia de estos tejidos (revisado por: Penfield y MacGregor 2017; y Penfield 2017).
Por ejemplo, en los casos anteriormente mencionados para el género Chenopodium
(Karssen 1970; Pourrat y Jacques 1975; Ceccato et al. 2015), el efecto de la fecha de
siembra y el fotoperiodo materno se asocidé a cambios en caracteristicas estructurales de
las semillas, tales como variaciones en el grosor de sus cubiertas. Avanzar sobre nuestro
conocimiento acerca de las vias a través de las cuales la planta madre ejerce su control
sobre el comportamiento germinativo de la descendencia contribuiria a la interpretacion
ecoldgica y funcional de la informacion disponible.

Analizar la existencia de efectos del ambiente materno similares en diferentes
especies contribuiria a comprender el funcionamiento de las poblaciones naturales. Por
ello, en el presente capitulo se estudido el efecto del ambiente materno sobre la
dormicion en semillas de A. hybridus (ex quitensis), una especie maleza de relevancia
en los sistemas productivos. Existen trabajos previos que muestran que las semillas de
A. hybridus presentan dormicién impuesta por cubiertas (Faccini y Barat 1989) y que su
comportamiento germinativo se modifica por las condiciones del ambiente materno
(Faccini y Vitta 2005). En el presente capitulo, mediante una combinacion de
experimentos de campo y laboratorio y el desarrollo de modelos umbral de base
poblacional, se investigo el efecto de la fecha de siembra de la planta madre sobre (i) el
nivel de dormicion a la dispersion y durante la post-maduracion de las semillas (a través
de cambios en el rango térmico permisivo para la germinacion), (ii) la respuesta de las
semillas a la alternancia térmica y a la luz y (iii) los patrones de emergencia a campo.
También se analizo qué factores del ambiente materno estarian involucrados en esta
regulacion, asi como la funcion de las cubiertas de las semillas en los efectos

observados.
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3.2. Materiales y métodos
3.2.1.Experimentos de ambiente materno

Distintos experimentos se realizaron durante tres estaciones de crecimiento
consecutivas en el campo experimental de la Facultad de Agronomia de la Universidad
de Buenos Aires (34° 25" S, 58° 25" O).
3.2.1.1. Exposicion de las plantas a variaciones en las condiciones ambientales a
través de cambios en la fecha de siembra

Con la finalidad de exponer a las plantas a variaciones en las condiciones
ambientales durante las etapas de desarrollo y maduracion de las semillas, se llevaron a
cabo siembras en diferentes fechas (Fig. 3.1). En 2015/16 las siembras se realizaron: a
fines de invierno (12 de septiembre), mediados de primavera (16 de noviembre), fines
de primavera (15 de diciembre), inicios de verano (19 de enero) y mediados de verano
(16 de febrero). En 2016/17: fines de primavera (10 de noviembre), inicios de verano (6
de enero) y mediados de verano (20 de febrero).
3.2.1.2. Exposicion de las plantas a variaciones en el fotoperiodo durante la etapa
reproductiva:

Con el fin de evaluar el efecto del fotoperiodo explorado por las semillas durante su
desarrollo y maduracion en la planta madre, plantas sembradas a mediados de verano (1
de febrero) de 2018 fueron expuestas a extensiones artificiales del fotoperiodo (+1,5 o
+4 h respecto del fotoperiodo natural) desde el inicio de la etapa reproductiva hasta la
dispersion natural de las semillas (Fig. 3.1).

En todos los caso, se utilizaron cuatro réplicas por tratamiento, cada una conformada
por cinco plantas en 2015/16, dieciséis en 2016/17 y tres, en 2018. Las semillas
utilizadas para generar las plantas se obtuvieron de campos productivos localizados en

Pergamino (33° 53' S, 60° 34' O), Argentina. Las semillas se sembraron en macetas
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(sustrato: suelo, arena y perlita, 3: 2: 1) y se mantuvieron en un invernaculo durante 5-
10 d (a 24,56+6,78 °C), momento a partir del cual las plantulas obtenidas se
trasplantaron al suelo (2015/16 y 2018) o a macetas (mismo sustrato) de 20 dm’
(2016/17) en el campo. Las extensiones de fotoperiodo se impusieron utilizando las
luminarias portatiles descriptas en el Capitulo 2 (Ver materiales y métodos).

El inicio de la etapa reproductiva de cada planta se registré cuando la inflorescencia
se hizo visible. Durante esta etapa, las inflorescencias se envolvieron con bolsas de
poliamida para impedir la polinizacion cruzada. Estas bolsas son similares a las
utilizadas para impedir la polinizacion cruzada en girasol (Fig. 3.1). La cosecha se inicio
una vez comenzada la dispersion natural de las semillas de la maleza dentro de las
bolsas. Al final de los experimentos (contenido hidrico de las semillas 10,7+0,68%, en
base peso fresco), se midi6 la altura de las plantas y se realizé la cosecha de las
inflorescencias. Las semillas de cada planta individual fueron acondicionadas y
dispuestas en bolsas de papel (~20 °C). Los experimentos de post-maduracion en
laboratorio y a campo se iniciaron inmediatamente luego del acondicionamiento (el
inicio de estos en ningun caso supero los 3 d post-cosecha). Se estimo6 el peso medio de

1000 semillas y la produccion de semillas por planta. Los datos ambientales se

obtuvieron de una estacion meteorologica ubicada a 20 m del sitio experimental.
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Figura 3. 1. Vist‘del exrimeto de extension artificial del fotoperiodo llevado a cabo con
plantas de 4. hybridus.
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3.2.2. Experimentos de post-maduracion
3.2.2.1. Dormicion primaria

El Experimento 1 (E1) buscé evaluar el efecto del ambiente materno sobre el nivel
de dormicion de las semillas a cosecha y su disminucion durante la post-maduracion
bajo distintas condiciones de humedad y temperatura. Para ello, las semillas de todos los
experimentos fueron estratificadas a 4,8+0,05, 9,6+0,08 y/o 15,3£0,11 °C vy
almacenadas en seco a 5y 25 °C. A los 0 (i.e. a cosecha), 5, 10, 25, 60, 75 y 100 d de
post-maduracion se evalud la germinacion bajo un amplio rango de temperaturas de
incubacion constantes (10, 15, 20, 25, 30, 35 °C) y alternadas (10/24, 20/30 y/o 20/35
°C; 12 h/12 h). Las semillas obtenidas de las siembras de fines de invierno e inicios de
verano estratificadas a 4,8 °C e incubadas a 25 y 20/30 °C fueron, a su vez, utilizadas
para evaluar cambios en los requerimientos de luz para germinar. Las semillas obtenidas
de los ensayos de fotoperiodo solo fueron estratificadas a 4,8 °C y almacenadas en seco
a 25 °C (durante 75 y 400 d, respectivamente).

El Experimento 2 (E2) se llevo a cabo con el fin de evaluar el rol de las cubiertas
utilizando semillas obtenidas de distintas fechas de siembra y fotoperiodos maternos.
Para ello, luego de distintos intervalos de post-maduracion bajo distintas condiciones, se
evaluo la germinacion en semillas con cubiertas intactas y perforadas y embriones
aislados a 10, 15, 20, 25, 30 y/o 35 °C. A su vez, para analizar las vias hormonales
involucradas se utilizaron distintos medios de incubacidén (agua destilada, diferentes
concentraciones exdgenas de ABA, GA; y FLU).
3.2.2.2. Patrones temporales de emergencia a campo

El Experimento 3 (E3) tuvo por objetivo analizar el efecto del ambiente materno
sobre los patrones de emergencia a campo. Para ello, semillas obtenidas de plantas

sembradas (i) a fines de invierno y mediados de verano (2015/16) y (ii) fines de
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primavera y mediados de verano (2016/17) fueron enterradas en el suelo a cosecha. Con
el fin de evaluar la proporcion de plantulas emergidas, se realizaron remociones del
suelo el 13 de abril, 3 de julio, 19 de agosto, 1 de septiembre y 15 de octubre, 10 de
noviembre, 13 de diciembre y 1 de enero (2016/17) para (i) y el 23 de agosto, 24 de
octubre, 20 de diciembre, 16 de enero y 28 de febrero (2017/18) en el caso de (ii).
3.2.3.Condiciones de post-maduracion

Los procedimientos realizados para la post-maduracion de las semillas bajo
condiciones de laboratorio y para el entierro de las semillas a campo han sido detallados
en el Capitulo 2 (Ver materiales y métodos). Brevemente, semillas recién cosechadas
fueron enterradas a 5 cm de profundidad (i) en macetas que contenian un sustrato
himedo o seco (post-maduracion en camaras a la temperatura indicada en cada ensayo)
o (ii) en el suelo a campo (ensayo de emergencia a campo). En semillas estratificadas, la
humedad del sustrato se mantuvo siguiendo la misma metodologia descripta en el
Capitulo 2. En todos los experimentos, se registro la temperatura y la humedad en forma
horaria a la profundidad indicada (DAT-10, Dataloggers de temperatura y humedad,
China y Temperature-Logger METEO4, SCH-10, Cavadevices.com, Argentina).
3.2.4.Pruebas de germinacién y emergencia

Estas pruebas fueron descriptas en detalle en el capitulo 2 (Ver materiales y
métodos). Para las pruebas de germinacion (E1 y E2) se colocaron 45-55 semillas en
placas sobre discos de papel humedecidos con diferentes medios de incubacion (agua
destilada, FLU 100 pmol, FLU 100 pmol+ABA 10 pmol, FLU 100 umol+ABA 50
umol, GA; 10 umol y GA3100 umol). Luego, las semillas fueron expuestas a un pulso
de luz R de 15 min (Faccini y Vitta 2005) o 30 min cuando se evalu6 la respuesta de las
semillas a la luz (~20 °C). Aquellas placas destinadas al tratamiento de oscuridad fueron

primero envueltas con nylon negro y luego expuestas 30 min a la luz R. Semillas recién
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cosechadas o almacenadas en seco fueron primero incubadas en agua destilada durante
24 h y luego expuestas al pulso de luz.

La germinacion se registro diariamente, excepto cuando se analizo la respuesta de las
semillas a la luz, en cuyo se registré a los 15 d de incubacion. Las perforaciones de
cubiertas y el aislamiento de embriones se realizaron utilizando una aguja muy fina y
lupa. Siempre que se utilizaron soluciones con ABA, estas tenian a su vez fluridone
(FLU 100 pmol; Pestanal®, estandar analitico, SIGMA-ALDRICH) para evitar la
sintesis de novo de ABA durante la incubacion. Las soluciones de ABA (Sigma-
Aldrich, USA) se prepararon disolviendo el compuesto en 1 mol de L NaOH y las de
GA; (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO) fueron preparadas disolviendo con unas gotas
de EtOH (ambas de acuerdo con "Solution preparation” de Sigma-Alderich). Al
finalizar los experimentos, la viabilidad de las semillas remanentes se evalu¢ incubando
semillas con cubiertas perforadas a 35 °C (97,17+1,81%). La temperatura de las
incubadoras fue registrada por hora (DAT-10, registradores de datos de temperatura y
humedad, China).

Para evaluar la emergencia a campo en E3, grupos de bolsas fueron exhumadas (4
por tratamiento), y las semillas (700 por bolsa) fueron dispuestas en placas con agua
destilada, expuestas a la radiacion solar durante 5 min, y dispersadas dentro de un area
delimitada por cilindros de PVC y cubiertas con tierra (~1,5 cm de profundidad). Los
cilindros fueron regados y desmalezados manualmente a diario. La emergencia se
registrd cada dia durante un mes. En la extraccion de septiembre, la viabilidad de las
semillas fue corroborada mediante pruebas de germinacion de semillas con cubiertas
perforadas a 35 °C, utilizando bolsas adicionales dispuestas para tal fin (germinacion:
96,89+2,67%). Se registr6 temperatura y humedad del suelo a 1,5 cm de profundidad

(Temperature-Logger METEO4, SCH-10, Cavadevices.com, Argentina).
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3.2.5.Estructura de la semilla

Para evaluar posibles efectos del ambiente materno sobre la estructura de las
cubiertas, grupos de semillas obtenidas de (i) plantas sembradas a fines de invierno,
mediados de primavera e inicios de verano (2015/16) y (ii) plantas expuestas a
fotoperiodo natural corto y extendido +4 h (2018) fueron almacenadas en FAA a
cosecha. Luego, tres porciones de la parte central de diferentes semillas fueron incluidas
en parafina y cortadas en serie a 10-12 pm con un microtomo rotativo tipo Minot. Para
observar la estructura de la semilla, las secciones se tifieron con safranina de color verde
rapido y se montaron en balsamo de Canada (Johansen 1940). Las secciones se
fotografiaron con un microscopio Optico ZeissAxioplan (Oberkochen, Alemania) y se
analizaron con el software ZeissAxioCamERc 5s (Jena, Alemania).
3.2.6.Desarrollo de modelos

Los parametros que caracterizan el rango térmico permisivo para la germinacion
(Tis0) Y Tses0) y sus desvios estandar) fueron estimados para semillas obtenidas de todas
las fechas de siembra y para las distintas condiciones de post-maduracion. El criterio
utilizado para la seleccion de estos parametros fue minimizar el RCME entre la
germinacion simulada y la obtenida experimentalmente bajo un rango de temperaturas
constantes (10-35 °C; sub-0ptimas segliin Faccini y Vitta 2005). Una mayor descripcion
de la metodologia aplicada figura en el Capitulo 2 (Ver materiales y métodos).
3.3. Resultados
3.3.1.Condiciones ambientales durante el crecimiento de las plantas y produccion
de semillas por planta

El relativamente extenso periodo transcurrido entre la primera y la ultima siembra
(en 2015/16, 157 d) determind que las plantas experimentaran una variedad de

condiciones ambientales durante su ciclo (Cuadros 3.1 y S3.1). En particular, durante la
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etapa reproductiva de las plantas, atrasos en la fecha de siembra determinaron una
disminucién de la temperatura media diaria (de 23,1+3,3 a 16,1+4,6 °C), del
fotoperiodo promedio (de 14,6 a 12,1 h) y de la radiaciéon solar media diaria (de
18,146,4 a 11,6452 MJ m™).

Cuadro 3. 1. Valores promedio (+DE) de variables ambientales registradas durante el ciclo total,
etapas vegetativa y reproductiva para plantas sembradas en diferentes fechas.

Temperatura Temperatura o
Temperatura oy -~ . Radiacion
Fecha de . . minima maxima Fotoperiodo ST
- Periodo media diaria o S . media diaria
siembra o media diaria media diaria medio (h) -2
( C) (oc) (oC) (MJ m )
Total 20,8 (4,7) 16,1(4,8) 25,7 (5,3) 14,3 18,3(5,5)
IFr']:‘f;rr?j Vegetativo 16,1 (3,4) 11,7(3,8) 20,6 (4,1) 13,7 17,1(1,2)
Reproductivo 23,1 (3,3) 18,3(3,7) 28,2(3,5) 14,6 18,1(6,4)
Total 22,1(4,1) 17,6(4,0) 26,9(4,7) 14,1 18,8(6,4)
Mediados de /o oiative  225(33)  17.7(35)  27.4(36) 15,3 21,7(5,8)
primavera
Reproductivo  22,0(4,3) 17,7(4,2) 26,8(5,1) 13,7 17,4(6,9)
Total 21,8(4,7) 17,4(4,7) 26,6(5,3) 13,8 19,0(7,1)
Finales de .
primavera  Vegetativo  247(21) 20,1(2,6) 29,7(2,5) 15,4 24,3(2,0)
Reproductivo  20,9(4,9) 17,0(4,7) 25,7(5,6) 13,3 17,4(6,9)
Total 19,8(5,5) 15,6(5,3) 25,1(6,2) 13,1 15,4(7,4)
tvera”° Vegetativo  25,6(2,2)  21,025)  30,9(2,6) 14,7 22,5(0,5)
emprano
Reproductivo  18,2(4,9) 14,0(4,9) 23,2(5,7) 12,6 13,5(7,1)
Total 17,7(5,1) 13,5 (5,0) 22,1(5,7) 12,5 13,5(7,1)
Mef,’;gﬂf, de  Vegetativo  22,6(32)  17.7(34)  27.3(3.7) 13,8 19.4(3,9)
Reproductivo  16,1(4,6) 12,2(4,5) 20,2(4,9) 12,1 11,6(5,2)

Los desvios estandar de los valores diarios se muestran entre paréntesis.

El atraso en la siembra acorté significativamente la duracion total de los ciclos (Fig.
S3.1), el tiempo transcurrido desde la siembra hasta el inicio de la etapa reproductiva
(66£3,4 d para plantas sembradas a fines de invierno vs 21£2,9 d para aquellas
sembradas a mediados de verano; Fig. S3.1) y la duracion de la etapa reproductiva
(1334£3,4 d a 75+2,9 d para plantas sembradas a fines de invierno y mediados de verano,
respectivamente; Fig. S3.1). Esto determiné variaciones en la altura de las plantas y la

cantidad de semillas producidas por planta (Fig. 3.2 y S3.2), la cual disminuyo



significativamente (prueba de Tukey con P<0,05) con el atraso en la fecha de siembra.

No se observaron, en cambio, variaciones significativas en el peso de las semillas.
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Figura 3. 2. (a) Fecundidad por planta, (b) Peso medio de 1000 semillas y (c) Altura media de
las plantas para cada fecha de siembra de A. hybridus (2015/16). Las columnas representan la
media (n= 16) y las barras horizontales, el error estandar. Letras diferentes indican diferencias
significativas entre medias (p<0,05) seglin la prueba de comparacion de Tukey realizada con el
software InfoStat (version InfoStat 2017. InfoStat Group, FCA, Universidad Nacional de
Cordoba, Argentina).

3.3.2.Efecto de la fecha de siembra sobre el nivel de dormicion de las semillas

Las semillas obtenidas de plantas sembradas en diferentes fechas mostraron
diferencias significativas en los porcentajes de germinacion (prueba de Tukey con
P<0,05; Fig. 3.3, 3.4 y S3.3). En general, las semillas obtenidas de plantas sembradas a
inicios y mediados de verano germinaron mas que aquellas provenientes de plantas
sembradas en fechas anteriores. Por ejemplo, a cosecha, mientras la germinacion a 30
°C fue de 2,2+3,4% en semillas provenientes de la siembra de fines de invierno, esta fue
43,243,8% para aquellas obtenidas de la siembra de inicios de verano. Las diferencias
fueron mayores a temperaturas de incubacion superiores a los 25 °C. De hecho, a
temperaturas de incubacion menores a 20 °C, la germinacion fue practicamente nula.

En lineas generales, la alternancia térmica no promovié fuertemente la germinacion
respecto de la observada cuando las semillas fueron incubadas a la temperatura
promedio y la temperatura maxima de cada régimen de alternancia (Fig. S3.4). Sin
embargo, se observaron ciertas variaciones en la respuesta de las semillas a esta
condicion de incubacion. Por ejemplo, las semillas obtenidas de plantas sembradas a

fines de invierno y fines primavera germinaron mas a 20/30 °C (Fig. S3.4) que a 25 °C
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y 30 °C (Fig. S3.3) luego de 25 d de estratificacion. Asimismo, se detectaron ciertas
variaciones en la respuesta de las semillas a la alternancia térmica en funcion de la
condicion de post-maduracion. Por ejemplo, aquellas semillas provenientes de la
siembra de inicios de verano germinaron mas a 10/24 °C cuando fueron almacenadas en
seco a 25 °C (Fig. S3.4b) que cuando se estratificaron a 4,8 °C (Fig. S3.4a). El patron
contrario se detectd en aquellas semillas obtenidas de plantas que fueron sembradas a

fines de invierno.
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Figura 3. 3. Germinacion final (%) de semillas de 4. hybridus luego de 0, 5, 10, 25, 60, 75 y 100
d de estratificacion a 4,8 °C (paneles superiores) o almacenaje en seco a 25 °C (paneles
inferiores). Las temperaturas de incubacion se indican sobre cada panel (10, 15, 20, 25, 30 y 35
°C). Las semillas se obtuvieron de plantas sembradas a fines de invierno, mediados de
primavera, fines de primavera, inicios y mediados de verano (2015/16). Los simbolos
representan la media (n= 4) y las barras verticales, el error estandar.
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Figura 3. 4. Germinacion final (%) de semillas de 4. hybridus incubadas a 10, 15, 20, 25 y 30
°C estratificadas a 9,6 °C (a) o almacenadas en seco a 5 °C (b) durante 0, 5, 10, 25,60, 75 y 100
d. En (a) las semillas se obtuvieron de plantas sembradas a fines de invierno, fines de primavera
y mediados de verano. En (b) las semillas se obtuvieron de plantas sembradas a fines de
invierno e inicios de verano. (¢): Germinacion acumulada (%) durante 15 d de incubacién a 30
°C de semillas de A. hybridus con cubiertas perforadas luego de 100 d de estratificacion a 9,6 °C
o almacenaje en seco a 5 °C. Los simbolos representan la media (n= 4) y las barras verticales, el
error estandar.

La salida de la dormicion ocurrié bajo un amplio rango de condiciones de post-
maduracion, tanto en semillas estratificadas a 4,8, 9,6 y 15,3 °C, como en aquellas
almacenadas en seco a 25 °C y, en algunos casos, a 5 °C en seco (Fig. 3.3, 3.4 y S3.3).
Sin embargo, se detectaron algunas diferencias. Por ejemplo, a 20 y 25 °C, semillas
provenientes de siembras mas tardias mostraron un incremento mas rapido de la
germinacion cuando se almacenaron en seco a 25 °C que cuando fueron estratificadas a
4,8 °C (Fig. 3.3). Mayores variaciones se observaron cuando las semillas fueron
almacenadas en seco a 5 °C (Fig. 3.4 y S3.3), donde la salida de la dormicion solo se
detect6 en aquellas semillas que fueron obtenidas de siembras mas tardias.
3.3.3.Efecto de la fecha de siembra sobre la respuesta de las semillas a la luz

Variaciones en la fecha de siembra determinaron cambios en los requerimientos de

luz de las semillas para terminar la dormiciéon y germinar (Fig. 3.5). Las semillas
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obtenidas de la siembra de fines de invierno (estratificadas a 4,8 °C) no germinaron en
oscuridad bajo ninguna de las temperaturas de incubacion evaluadas (25 °C y 20/30 °C).
En cambio, aquellas semillas obtenidas de plantas sembradas a inicios de verano
mostraron un progresivo incremento en los valores de germinacion alcanzados en
oscuridad a medida que trascurriod el tiempo de estratificacion (hasta alcanzar un 50% de
germinacion bajo condiciones de oscuridad a los 100 d de estratificacion). La
exposicion de las semillas a la luz determind mayores valores de germinacion que los
observados en oscuridad, en un nivel que no s6lo dependié de la fecha de siembra (fue
mayor para semillas de una siembra mas tardia), sino también del régimen de
incubacion (25 vs 20/30 °C). La germinacion en oscuridad no difirié de la observada
luego de un pulso de RL (datos no publicados). Por ejemplo, en semillas obtenidas de la
siembra de inicios de verano, la germinacion alcanzada luego de un pulso de luz R
difiri6 de aquella observada bajo condiciones de oscuridad constante menos a 20/30 °C
que a 25 °C (ver, en particular, los valores de germinacion registrados a los 5,25y 75 d
de estratificacion en la figura 3.5). Cuando las semillas provinieron de la siembra de

invierno, se observo la respuesta contraria.
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Figura 3. 5. Germinacion final (%) de semillas de A. hybridus a (a) 25 ° y (b) 20/30 °C

estratificadas a 4,8 °C durante 0, 5, 10, 25, 60, 75 y 100 d. Las semillas se obtuvieron de plantas

sembradas a fines de invierno e inicios de verano (2015/16). Los simbolos representan la media

(n=4) y las barras verticales, el error estandar.
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3.3.4.El rol de las cubiertas y el efecto del fotoperiodo

Entre los factores que varian con la fecha de siembra, existen evidencias que indican
que la temperatura, el fotoperiodo y la radiacion alteran el nivel de dormicion en
semillas de varias especies. Con el objetivo de detectar las variables ambientales
asociadas al efecto observado de la fecha de siembra sobre el nivel de dormicion de las
semillas, se analizaron las correlaciones entre el tiempo de estratificacion (en dias)
requerido para la germinacion del 50% de las semillas y el valor medio de los factores
ambientales medidos durante el ciclo de vida de las plantas, y las etapas vegetativa y
reproductiva (Cuadro 3.1). Las correlaciones solo fueron significativas (Cuadro S3.2)
para el fotoperiodo medio durante la etapa reproductiva. Por esta razon, se estudio la
influencia particular del fotoperiodo materno sobre el nivel de dormicion de las semillas
(Fig. 3.1).

Un fotoperiodo materno mas largo determindé un mayor nivel de dormicién de las
semillas (Fig. 3.6 y S3.5). Este efecto fue observado desde cosecha (Fig. 3.6 y S3.5),
cuando, por ejemplo, la germinacion a 35 °C fue de 76,2+2,0% para semillas maduradas
bajo fotoperiodo natural corto y 45,3+6,2 y 27,4+6,4% para aquellas expuestas a un
fotoperiodo extendido +1,5 y +4 h, respectivamente. Las variaciones en los porcentajes
de germinacion alcanzados fueron evidentes solo a “altas” temperaturas de incubacion
(25-35 °C); de hecho, a menores temperaturas no se observé una germinacion
significativa. Estas diferencias persistieron durante la estratificacion a 4,8 °C y el
almacenaje en seco a 25 °C, incluso luego de transcurridos 400 d de almacenaje (Fig.
S3.5).

Tanto en semillas obtenidas de distintas fechas de siembra, como en aquellas
provenientes de plantas expuestas a diferentes fotoperiodos, la perforacion de las

cubiertas aumento6 la germinacion en comparacion con la alcanzada por semillas con
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cubiertas intactas (Fig. 3.4, 3.6 y 3.7). Similares resultados fueron obtenidos al incubar
embriones aislados (Fig. S3.6). Esto ocurrio en semillas almacenadas bajo distintas
condiciones (estratificadas a 4,8 y 9,6 °C y almacenadas en seco a 5 y 25 °C), en niveles
que variaron notoriamente segln la temperatura de incubacion. A altas temperaturas de
incubacion (>25 °C), las semillas con cubiertas perforadas germinaron en porcentajes

similares (~100%), independientemente del tratamiento materno (Fig. 3.6 y 3.7).
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Figura 3. 6. Germinacion final (%) de semillas de 4. hybridus con cubiertas intactas (lineas
llenas) y perforadas (lineas de puntos) a los 0, 5, 10, 25, 60 y 75 d de estratificacion a 4,8 °C.
Las temperaturas de incubacion se indican sobre cada panel (10, 15, 20, 25, 30 y 35 °C). Las
semillas se obtuvieron de plantas sembradas a mediados de verano y que fueron expuestas a
fotoperiodo natural corto (+0 h) o a fotoperiodo extendido +1,5 y +4 h durante la etapa
reproductiva (2018). Los simbolos representan la media (n= 4) y las barras verticales, el error
estandar.

A menores temperaturas (<25 °C), la germinacion de semillas con cubiertas
perforadas difirié segun el tratamiento (e.g. a menor fotoperiodo, mayor germinacion) y
a mayor temperatura (20 °C vs 15 °C), la germinacion fue mayor (Fig. 3.6). A 10 °C, no
se detectaron variaciones sino hasta que transcurrieron 400 d de almacenaje a 25 °C,
cuando semillas con cubiertas perforadas de plantas expuestas a distintos fotoperiodos

germinaron un 100% (Fig. S3.6).
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Figura 3. 7. Germinacion (%) de semillas de A. hybridus con cubiertas intactas o perforadas
luego de 0, 25 y 75 d de almacenaje a 25 °C. Las semillas se obtuvieron de plantas sembradas
(a) a fines de invierno, (b) inicios y (c) mediados de verano (2015/16). Las temperaturas de
incubacion figuran en el eje x (25 y 30 °C). En (d): Espesor de cubiertas seminales de semillas
cosechadas de plantas sembradas a fines de invierno, mediados de primavera y mediados de
verano. En (e): Espesor de cubiertas seminales de semillas cosechadas de plantas a fotoperiodos
contrastantes a partir de floracion (natural o corto vs extendido +4 h). Las columnas representan
la media (n= 4) y las barras verticales, el error estdndar. Letras diferentes indican diferencias
significativas entre medias (p<0,05) seglin la prueba de comparacion de Tukey realizada con el
software InfoStat (version InfoStat 2017. InfoStat Group, FCA, Universidad Nacional de
Cordoba, Argentina).

3.3.5.Respuesta de las semillas al agregado exégeno de hormonas

En general, la proporcion en que vari6 la germinacion por adicion de GAsz o ABA no
difiri6 de manera importante entre tratamientos maternos. La adiciéon de GA3 determind
aumentos variables (<12%) de la germinacion bajo distintas condiciones (a cosecha, en
semillas incubadas a 30 °C, Fig. S3.7; en semillas estratificadas 75 d, con cubiertas
perforadas e incubadas a 10 °C, Fig. S3.8). La adicion de FLU no modifico
significativamente la germinacion de semillas con cubiertas perforadas a 15 °C a los 75

d de estratificacion (Fig. S3.8) ni a 25, 30 y 35 °C luego de distintos intervalos de
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estratificacion y almacenaje en seco (prueba de Tukey con P<0,05; Fig. S3.9 y S3.10).
En respuesta al ABA semillas con cubiertas perforadas mostraron una importante
reduccion en la germinacion final bajo distintas condiciones (a los 75 d de
estratificacion, incubadas a 15 °C, Fig. S3.8; a los 25 de estratificacion a 25 y 35 °C de
incubacion, Fig. S3.9; a los 50 d de almacenaje en seco, incubadas a 30 °C, Fig. S3.10).

Para analizar si variaciones en el ambiente materno determinan cambios en la
estructura de las semillas, se evaluo el espesor de las cubiertas de semillas obtenidas de
diferentes fechas de siembra (fines de invierno, mediados de primavera y mediados de
verano). El espesor de las cubiertas fue significativamente menor (prueba de Tukey con
P<0,05) en semillas obtenidas de plantas sembradas a mediados de verano y expuestas a
un menor fotoperiodo materno que en aquellas provenientes de plantas sembradas a
fines de invierno y mediados de primavera o expuestas a un fotoperiodo mas largo (Fig.
3.7y S3.11).
3.3.6.Efecto de la fecha de siembra sobre los patrones temporales de emergencia a
campo

Las semillas obtenidas de las siembras de fines de invierno e inicios de verano se
enterraron en el suelo inmediatamente después de sus cosechas (Fig. 3.8): 24 de marzo
(D1, inicios de otofio) y 21 de mayo (D2, fines de otofo), respectivamente.
Contrariamente a las diferencias observadas en la germinacion bajo condiciones
controladas, la emergencia a campo no difiri6 significativamente entre tratamientos
(prueba de Tukey con P<0,05; Fig. 3.8). La emergencia de las plantulas fue
practicamente nula hasta septiembre. Durante la primavera y el verano (i.e. pruebas de
octubre a enero), la emergencia fue maxima y oscild alrededor del 25-35%. Aunque
levemente, la emergencia tendio a disminuir a partir de la exhumacion de diciembre.

Este patron general fue observado en un segundo afio (Fig. S3.12).
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Figura 3. 8. Emergencia final (%) de plantulas de A. hybridus obtenida en 7 pruebas realizados a
campo de julio a enero. Las semillas se obtuvieron de plantas sembradas a fines de invierno e
inicios de verano (2015/16), enterradas en el suelo el 24 de marzo (D1, inicios de otofio) y el 21
de mayo (D2, mediados de otofio), respectivamente (como indican las flechas). Los simbolos
representan la media (n= 4) y las barras verticales, el error estandar.

3.3.7.Cuantificacion y simulacion del efecto de la fecha de siembra sobre el nivel de
dormicion de las semillas

Los cambios en el nivel de dormicion en semillas obtenidas de plantas sembradas en
diferentes fechas durante dos estaciones de crecimiento pudieron ser cuantificados
mediante la estimacion de los pardmetros poblacionales que permiten caracterizar el
rango térmico permisivo para la germinacion (i.e. las temperaturas limites y sus desvios
estandar; Fig. 3.9 y S3.13). También se estimaron los pardmetros que permiten describir
la dinamica de la germinacion de las semillas (Cuadro S3. 3), para lo cual se determind
una Ty de 9,2 °C con datos de germinacion obtenidos utilizando semillas con cubiertas
perforadas (Fig. S3.14).

Para todas las semillas obtenidas de todas las fechas de siembra, los cambios en los
limites térmicos para el 50% de la poblacion (Tisoy y Tsesoy; Fig. 3.9 y S3.13) pudieron
ser descriptos adecuadamente mediante el ajuste de funciones lineales en funcion del
tiempo de post-maduracion transcurrido desde cosecha (Cuadro S3.3). Los desvios de T
y Ts también pudieron ser modelados; en este caso, se ajustaron funciones cuadraticas
negativas y positivas, respectivamente en funcion del tiempo de post-maduracion (Fig.

3.9y $3.13; Cuadro S3.3).
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Figura 3. 9. Valores estimados de los limites medios poblacionales (Tyso) y Tseso)) del rango
térmico permisivo para la germinacion (paneles superiores) y desvios estandar de los limites
(paneles inferiores) para semillas de A. hybridus en funcion del tiempo de post-maduracion. Las
lineas finas y los circulos corresponden a los valores obtenidos para las semillas que se
estratificaron a 4,8 °C; las lineas gruesas y los cuadrados se refieren al almacenaje a 25 °C. Las
semillas se obtuvieron de plantas sembradas en (a) fines de invierno, (b) mediados de
primavera, (c) fines de primavera, (d) inicios de verano y (e) mediados de verano (2015/16). Las
ecuaciones que describen la relacion entre los parametros con el tiempo de post-maduracion y
los R? se indican en el Cuadro S3.3. Los analisis de regresion lineal y pruebas de pendiente (con
un nivel de significancia del 5%) se realizaron con el software InfoStat (version InfoStat 2017.
InfoStat Group, FCA, Universidad Nacional de Cordoba, Argentina).

Los modelos obtenidos mostraron que la ampliacion del rango térmico permisivo
para la germinacion de las semillas fue mayor a medida que se atrasd la fecha de
siembra (Fig. 3.9 y S3.13). Esto se produjo como consecuencia de incrementos
progresivos de la Tsio) y de reducciones de la Tysg). Dentro de una misma fecha de
siembra, las diferencias entre pendientes obtenidas para semillas estratificadas a 4,8, 9,6
0 15,3 °C o almacenadas en seco a 25 °C no fueron significativas. Entre fechas, estas
pendientes difirieron, en algunos casos, para semillas que fueron almacenadas en seco a
25 °C, pero no para aquellas estratificadas a 4,8, 9,6 o 15,3 °C, en cuyo caso se
detectaron variaciones significativas de la Tiso) y la Tsiso) @ cosecha. Los valores de

Tis0) Y Tss0) fueron mas altos y mas bajos, respectivamente, para las semillas de fines
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de invierno, mediados de primavera y finales de primavera en comparacion con las de
inicios de verano y mediados de verano (P<0,00001). En base a estas consideraciones se
desarroll6 un unico modelo para cada parametro (Tis0) y Ts0) con los datos de
germinacion obtenidos bajo las distintas temperaturas de estratificacion, utilizando las
semillas provenientes de todas las fechas de siembra realizadas en las dos estaciones de
crecimiento (Fig. S3.13a). Solo se utilizaron los datos obtenidos bajo condiciones de
estratificacion ya que estas se asemejan a las condiciones naturales que experimentan
las semillas de esta especie durante el invierno (estacion durante la cual disminuye su
nivel de dormicion), debido a su momento de dispersion (otofio). En cuanto a los
desvios, mientras el correspondiente al limite superior pudo ser modelado, el desvio del
limite inferior no mostrd un patrén de cambio claro y se promedio6 (Fig. S3.13b).

Segun los modelos obtenidos (Fig. S3.13), las semillas solo diferirian en el nivel de
dormicion que presentan cuando ingresan al banco del suelo (i.e. a la dispersion),
mientras que la tasa de salida de la dormicion seria independiente del ambiente materno.
Para evidenciar esto y poner a prueba los modelos desarrollados, se realizaron
simulaciones de la dindmica de germinacion para las semillas obtenidas de las siembras
de fines de invierno y de mediados de verano (enterradas a cosecha en D1 y D2,
respectivamente; Fig. 3.10). Se consideraron una serie de restricciones. Por un lado, se
permitio descender y ascender los valores de Tiso) y Tsio) hasta 20 y 40 °C,
respectivamente (dado que las semillas practicamente no germinaron a 20 °C en
ninguna prueba y porque las temperaturas medias superiores a 40 °C son infrecuentes
bajo condiciones de campo). En relacion al desvio del limite superior, el modelo se

aplico hasta que se alcanzo6 el valor maximo de Tsso).
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Figura 3. 10. (a) Evolucién de la Ty, (lineas continuas) en funcion del tiempo desde D1 para
semillas dispersadas en distintos momentos (D1 y D2) debido a cambios en la fecha de siembra
de las plantas (Fig. S3.13); precipitaciones (linea punteada azul); y temperatura media del suelo
registrada en el experimento de campo (linea puenteada negra). (b) Emergencia promedio
registrada a campo (columnas, estimada a partir de la figura 3.8), germinacion simulada (lineas
continuas) y evolucion de la produccion de semillas por planta £IC (95%) en funcion del tiempo
desde D1. La produccion de semillas por planta se model6 utilizando datos de experimentos de
campo (Fig. 3.2 y S3.2) + IC (95%). En negro: Tsg y germinacion simulada para semillas que
fueron dispersadas en distintos momentos con distintos niveles de dormicion. En verde: Tsg) y
germinacion simulada para un escenario alternativo, segun el cual las semillas dispersadas mas
tarde presentan el mismo nivel de dormiciéon que las dispersadas antes. El area
sombreada/rayada verde indica el periodo donde se detectaron variaciones en la germinacion
simulada para cada escenario.

La simulacion desarrollada estim6 valores de Tyso) iniciales de 32,23 y 28,25°C para
semillas de las siembras de fines de invierno (dispersadas en D1) y mediados de verano
(dispersadas en D2), respectivamente; y valores de Tsso) de 37,67 °C para semillas
dispersadas en D1 y 40 °C para aquellas dispersadas en D2 (Fig. 3.10). La germinacion
simulada imit6 el patron temporal de emergencia observado a campo, aunque

sobreestim6 sus niveles, fundamentalmente en las dos ultimas exhumaciones de
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diciembre y enero (Fig. 3.10). Para analizar el efecto del ambiente materno sobre la
dindmica de germinacion, se realizd una simulaciéon considerando un escenario
alternativo, en el cual semillas dispersadas mas tarde ingresaran al banco del suelo con
el mismo nivel de dormicién que semillas dispersadas temprano (Fig. 3.10). Este
escenario determindé un atraso en la emergencia y una importante reduccion de la
germinacion en relacion a la simulada en semillas que presentaron variaciones en el
nivel de dormiciéon ante cambios en la fecha de siembra. Segliin la simulacion, este
retraso y reduccion de la germinacion determinaria una disminucion de la produccion se
semillas durante la etapa reproductiva de la poblacion en relacion a una poblaciéon con
una ventana temporal de emergencia anterior (Fig. 3.10b).
3.4. Discusion

Cada vez mas evidencias indican que el ambiente materno representa un fenémeno
que contribuye a la habilidad de las plantas para germinar en el contexto correcto. Los
resultados obtenidos en este trabajo permiten dimensionar, no solo el impacto del
ambiente materno sobre la dormicion en semillas de 4. hybridus (Fig. 3.3, 3.4. S3.3 y
S3.4) y su emergencia a campo (Fig. 3.8 y S3.12), sino también aportar evidencias
acerca del rol ecoldgico de este efecto (Fig. 3.10). A su vez, el trabajo presentado en el
presente capitulo muestra la influencia del ambiente materno sobre la contribucion
relativa de los componentes de cubierta y embrionarios que imponen dormiciéon en
semillas de 4. hybridus. Los datos aportados en este trabajo adquieren un grado de
sustentacion mayor al presentar aspectos en comun con aquellos obtenidos en el
Capitulo 2 de la presente tesis, lo cual sugiere la existencia de efectos comunes en
semillas de distintas especies.

Las semillas de A. hybridus obtenidas de plantas sembradas en diferentes fechas

(fines de invierno vs inicios de verano; fines de primavera vs mediados de verano) y que
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fueron dispersadas en diferentes momentos (inicios vs fines de otofio; mediados vs fines
de otofio) mostraron una sincronizacion temporal de sus patrones de emergencia a
campo (Fig. 3.8 y S3.12), en coincidencia con lo detectado en P. aviculare en el
capitulo anterior y lo sugerido por Burghardt et al. (2016) para A. thaliana. Esto sugiere
de manera consistente la existencia de efectos comunes, no s6lo en semillas de
diferentes especies, sino en especies con distintas estrategias de establecimiento. En
general, la emergencia observada fue practicamente nula hasta agosto, aumento a partir
de septiembre, fue maxima entre octubre y noviembre/diciembre y luego tendid a
disminuir mas entrado el verano (enero/febrero). En ningin caso superd el 35-40%.
Independientemente del tratamiento materno, los mayores niveles de germinacion bajo
condiciones de laboratorio se observaron a altas temperaturas de incubacion (>25 °C,
principalmente a 30-35 °C). Por el contrario, a menores temperaturas (<20 °C), la
germinacion fue reducida y, a menudo, nula (Fig. 3.3, 3.4, S3.3 y S3.4). Este
comportamiento germinativo a bajas y altas temperaturas de incubacion ha sido
previamente reportado para esta especie y otras amarantaceas (Schonbeck y Egley 1980;
Weaver y McWilliams 1980; Kruk 1992; Ghorbani et al. 1999; Faccini y Vitta 2005;
Cristaudo et al. 2007); y podria explicar, al menos en parte, tanto el patrén temporal,
como los porcentajes de emergencia observados a campo. Esto es evidenciado por los
modelos desarrollados y las simulaciones realizadas en este trabajo (Fig. 3.9 y 3.10),
que reflejan que este comportamiento a altas y bajas temperaturas determina una
temperatura limite inferior més elevada que la observada en otras especies primavero
estivales con ventanas de emergencia mas tempranas, como por ejemplo P. aviculare
(Kruk 1992; Batlla y Benech-Arnold 2003; Costea y Tardif 2003).

La sincronizacion de los patrones temporales de emergencia observada a campo (Fig.

3.8 y S3.12) ocurri6 a pesar de las importantes diferencias detectadas en la germinacion
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bajo condiciones de laboratorio, donde las semillas provenientes de plantas sembradas
mas tarde germinaron mas que aquellas obtenidas de siembras mas tempranas (Fig. 3.4,
3.5y S3.4). Las variaciones en el nivel de dormicion de las semillas se detectaron desde
cosecha (fundamentalmente a altas temperaturas de incubacion), y se mantuvieron
durante el almacenaje de las semillas bajo distintas condiciones (estratificacion a 4,8,
9,6 y 15,3 °C y almacenaje en seco a 5y 25 °C). A su vez, los resultados obtenidos en el
presente trabajo mostraron que cambios en la fecha de siembra generaron variaciones en
los requerimientos de luz para germinar de las semillas (Fig. 3.5), ya que semillas
obtenidas de un ambiente de maduracion mas tardio mostraron una mayor capacidad de
germinar en oscuridad que aquellas provenientes de un ambiente de maduracion mas
temprano. Esto coincide con observaciones realizadas por Faccini y Vitta (2005),
quienes encontraron que semillas de A. hybridus dispersadas en diferentes momentos
(pero enterradas en el suelo en una misma fecha) mostraban diferentes patrones: mas
tardia la dispersion, mayor la germinacién en oscuridad. Sin embargo, en el presente
trabajo, estas variaciones en el comportamiento germinativo de las semillas no
determinarian cambios en la dinamica de emergencia a campo (Fig. 3.8).

Para la interpretacion conjunta de los resultados de campo y laboratorio se
desarrollaron modelos y simulaciones (Fig. 3.9, 3.10 y S3.13). Los cambios en el nivel
de dormicion de las semillas de A. hybridus obtenidas de distintas fechas se siembra se
tradujeron en variaciones en la Tyso) y la Ty del rango térmico permisivo para la
germinacion. En semillas estratificadas (condiciones que se asemejan al ambiente que
estas exploran luego de su dispersion) no se detectaron diferencias significativas entre
las pendientes de las regresiones obtenidas dentro o entre fechas de siembra. Por ello, se
desarroll6 un modelo tnico para cada parametro térmico para todas las semillas

estratificados bajo todas las temperaturas exploradas (Fig. S3.13). Estos modelos
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sugieren una misma evolucion del rango térmico para las distintas cohortes de semillas
producidos y dispersados en diferentes momentos (Fig. 3.10) en funcidon del tiempo
desde la dispersion de las semillas. El efecto de la fecha de siembra seglin estos modelos
consistiria, entonces, en determinar variaciones en el nivel de dormicion que presentan
las semillas al momento de la dispersion. Estas variaciones permitirian a cohortes de
semillas maduradas y dispersadas en diferentes momentos sincronizar la salida de la
dormicion.

Las simulaciones realizadas permitieron verificar que la sincronizacién temporal de
la emergencia observada a campo fue el resultado directo del efecto del ambiente
materno sobre el nivel de dormicién primaria de las semillas (Fig. 3.10), como han
sugerido previamente Burghardt et al. (2016) y Edwards et al. (2017). Esto resulto
particularmente evidente cuando se simuld un escenario alternativo segin el cual
semillas dispersadas mas tarde no presentan un menor nivel de dormicién que aquellas
dispersadas mas temprano (Fig. 3.10). Bajo este escenario se detectd no s6lo un atraso,
sino también una importante reduccion de la germinacion respecto de la simulada
considerando variaciones en el nivel de dormicion primaria de las semillas al momento
de su dispersion (Fig. 3.10b). Para cuantificar estas diferencias, se calculd la cantidad
total de semillas germinadas de acuerdo a cada situacion a través de la estimacion del
area bajo las curvas simuladas. Seglin este calculo, si semillas maduradas y dispersadas
mas tarde presentaran el mismo nivel de dormicion que aquellas dispersadas mas
temprano verian reducida su germinacion y eventual emergencia en aproximadamente
un 18%. Esta reduccion coincidiria con aquel periodo que optimiza la tasa de
crecimiento y produccion de semillas de los nuevos individuos (ver curva de produccion

de semillas modelada en la figura 3.10b), lo cual evidencia la relevancia ecologica del
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efecto del ambiente materno sobre el nivel de dormicion de las semillas y la capacidad
reproductiva de las plantas.

Aunque las simulaciones permitieron explicar la dinamica temporal de emergencia,
estas sobreestimaron los niveles de emergencia observados a campo (Fig. 3.8),
principalmente en las pruebas de los meses de diciembre y enero (Fig. 3.10). Esto pudo
deberse, por un lado, a una probable induccion en dormicion secundaria de una fraccion
de la poblacion por efecto de la deshidratacion que sufrieron las semillas enterradas en
el campo durante los meses de noviembre, diciembre y enero, donde no se registraron
lluvias (Fig. 3.10a), ya que se ha reportado en semillas de varias especies que periodos
prolongados de sequia en el suelo promueven la induccion en dormicidén secundaria
(Khan y Karssen 1980; Auge et al. 2015; Edwards et al. 2016). Asimismo, se ha
encontrado en algunas amarantidceas como A. caudatus y A. palmeri que las altas
temperaturas como las que experimentan los bancos de semillas durante el verano
promueven la induccion en dormicion secundaria (Kepczynski y Bihun 2002; Jha et al.
2010b). Sin embargo, se desconoce hasta el momento si la deshidratacion o las altas
temperaturas promueven la induccion en dormicidén secundaria en semillas de A.
hybridus. Por otro lado, la propia dinamica de salida de la dormicion primaria de las
semillas enterradas en el campo pudo verse afectada por factores no contemplados en el
desarrollo de los modelos presentados en este trabajo, asi como por posibles
interacciones entre las condiciones de temperatura y humedad a las que fueron
expuestas las semillas en el suelo. La existencia de tales interacciones es, de hecho,
sugerida por las variaciones observadas entre la germinacion de semillas estratificadas a
4,8 °C (Fig. 3.3) y la alcanzada en semillas almacenadas en seco a 5 °C (Fig. 3.4).
Contemplar el efecto de otros factores (como la disponibilidad hidrica) y sus posibles

interacciones podria, eventualmente, mejorar la capacidad predictiva de la emergencia
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de esta especie, base para su control en los sistemas productivos (Batlla y Benech-
Arnold 2007).

El efecto de la fecha de siembra sobre la dormicion en semillas de 4. hybridus se
correlacion6 positivamente con el fotoperiodo (Fig. 3.6 y S3.5), un factor que, como se
ha sefialado en el capitulo anterior, brinda informacion precisa acerca del momento del
afio (Anderson 2016). Efectos similares han sido previamente detectados en semillas de
amarantaceas. Por ejemplo, Kigel et al. (1977) y, mas tarde, Chadoeuf-Hannel y
Barralis (1982) encontraron que semillas de A. retroflexus obtenidas de plantas
cultivadas en dias cortos (mas tarde en la temporada de crecimiento) germinaban mas
que aquellas provenientes de plantas cultivadas en dias largos (mas temprano en la
temporada). Sin embargo, futuros experimentos deberian analizar el posible efecto de
otros factores que varien con la fecha de siembra (como por ejemplo la temperatura), asi
como posibles interacciones entre ellos.

En relacion al efecto del ambiente materno sobre los componentes de la semilla que
imponen dormicion, los resultados del tratamiento de perforacion de las cubiertas
indican que una parte significativa del efecto del materno se explicaria por la accion de
este componente sobre la imposicion de la dormicion (Fig. 3.4, 3.6, 3.7, S3.6, S3.7,
S3.8, S3.9, S3.10). Si bien hay trabajos que indican que en A. hybridus y otras
amarantaceas la dormicion se debe a la restriccion mecanica impuesta por las cubiertas
al crecimiento del embrion (Kigel 1994), en el presente trabajo, se aportan evidencias
que sugieren la influencia del ambiente materno sobre esta restriccion. Estos efectos
estuvieron acompafados por cambios en el grosor de las cubiertas de las semillas ante
cambios en la fecha de siembra y en la extension fotoperiodica (Fig. 3.11), de manera
comparable a lo detectado previamente en otras especies (Evenari et al. 1966; Karssen

1970; Pourrat y Jacques 1975). A su vez, los resultados indican que el ambiente materno
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modificé el nivel de dormicion embrionaria (Fig. 3.6). En este sentido, el efecto del
fotoperiodo sobre la dormicion embrionaria fue evidente cuando semillas con cubiertas
perforadas fueron incubadas a bajas temperaturas (<25 °C; Fig. 3.6). No pudo
establecerse, en cambio, si el efecto del ambiente materno opera a través de las vias
hormonales generalmente asociadas a los cambios en el nivel de dormicién (por
ejemplo, diferencias en la sensibilidad al ABA, Fig. S3.9 y S3.10; o GA3, Fig. S3.7 y
S3.8). Sin embargo, los resultados obtenidos en relacion al rol de las cubiertas y el
embrion en semillas de A. hybridus constituyen un avance en cuanto al conocimiento
vigente para esta especie. El hecho de que estos resultados mostraran un ordenamiento
similar al reportado para otras especies muestra la importancia de continuar analizando
la posible existencia de un significado ecologico del efecto del ambiente materno comun
para distintas especies, y de profundizar nuestro entendimiento acerca de los

mecanismos involucrados.






CAPITULO 4

Efecto de la temperatura durante la produccion de semillas de Polygonum

aviculare sobre el nivel de dormicion y los patrones temporales de emergencia
Resumen

La temperatura ha sido sefialada como el principal factor del ambiente materno que
modula el nivel de dormicion primaria de las semillas. Distintos trabajos sugieren que el
efecto de este factor podria determinar una sincronizacion temporal de la germinacién
en semillas maduradas y dispersadas en diferentes momentos. Este efecto seria
comparable al descripto en semillas de Polygonum aviculare ante cambios en la fecha
de siembra y el fotoperiodo en la presente tesis. Sin embargo, se desconoce la
importancia relativa de la temperatura en relacion al efecto de otros factores del
ambiente materno, asi como sus consecuencias sobre la dinamica de la dormicion de las
semillas luego de su dispersion. Por ello, este capitulo busco analizar el efecto de la
temperatura materna sobre la dormicién y la emergencia a campo en P. aviculare, asi
como indagar el rol de este factor en relacion al efecto del fotoperiodo previamente
investigado en el Capitulo 2. Los resultados mostraron que la temperatura materna
afecta el nivel de dormicion de las semillas de P. aviculare y las simulaciones realizadas
sugieren que este efecto impactaria sobre la emergencia, aunque esto ultimo no pudo ser
verificado en los experimentos de campo. A su vez, los resultados indican que la
temperatura materna participaria de la sincronizacion de la emergencia en semillas
maduradas en diferentes momentos (por ejemplo, debido a cambios en la fecha de
siembra). No obstante, en términos relativos, el efecto de la temperatura seria menor que
el del fotoperiodo (otro de los factores que varia con la fecha de siembra y que resultaria

un indicador comparativamente mas confiable de la época del afio).
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4.2. Introduccion

En los capitulos anteriores se mostro que el fotoperiodo es uno de los factores
involucrados en la regulacion del nivel de dormicion de las semillas como resultado de
variaciones en la fecha de siembra de la planta madre. Sin embargo, cambios en la fecha
de siembra de las plantas implican variaciones en otros factores ademas del fotoperiodo,
como por ejemplo la temperatura. La temperatura ha sido sefialada como el principal
factor que modula el nivel de dormicion de las semillas al momento de su dispersion
(Wiesner y Grabe 1972; Elwell et al. 2011; Kendall et al. 2011; Kendall y Penfield
2012; Chen et al. 2014; Huang et al. 2014; Macgregor et al. 2015; Springthorpe y Penfield
2015; Burghardt et al. 2016; Edwards et al. 2017; Penfield 2017). En buena medida, esto se
debe a que en Arabidopsis thaliana este factor determinaria efectos relativamente mas
fuertes que los observados ante cambios en otros factores (Munir et al. 2001; Kendall et
al. 2011). Por ejemplo, Springthorpe y Penfield (2015) detectaron cambios drasticos en
el nivel de dormicion de las semillas ante variaciones de tan so6lo 1 °C en la temperatura
que estas exploraron durante su maduracion en la planta madre. No obstante, la
importancia relativa de la temperatura en relacion a otros factores del ambiente que
varian con la fecha de siembra ha sido, en general, poco analizada.

En general, una mayor temperatura (asociada a un ambiente de maduracion mas
tardio) determina que las semillas presenten un menor nivel de dormicioén primaria que
el determinado bajo una menor temperatura (asociada a un ambiente de maduracion mas
temprano). De esta manera, semillas dispersadas mas temprano requeririan un mayor
tiempo de post-maduracion para germinar que aquellas dispersadas mas tarde. Por ello,
se ha propuesto que el efecto de la temperatura materna sobre el nivel de dormicion
podria contribuir a que semillas maduradas en diferentes momentos sincronicen

temporalmente su germinacion y posterior emergencia (Burghardt et al. 2016; Edwards
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et al. 2017), efecto comparable al descripto en los Capitulos 2 y 3 de esta tesis. Se
desconoce, sin embargo, si efectivamente la temperatura materna contribuye a este
efecto.

La temperatura materna afecta distintos aspectos del comportamiento germinativo de
las semillas, lo cual sugiere que se trata de un efecto complejo. Por ejemplo, hay
trabajos que muestran que cambios en la temperatura materna determinan importantes
variaciones en la capacidad de las semillas para germinar bajo distintas disponibilidades
de agua durante su incubacion (Edwards et al. 2016). Mas aun, hay trabajos que
muestran que la temperatura prevaleciente durante la fase vegetativa también afectaria
el nivel de dormicion de las semillas en varias especies, como Arabidopsis, tabaco y
avena (Thomas y Raper 1975; Sawhney et al. 1985; Chen et al. 2014). A su vez, se han
detectado efectos de la temperatura materna sobre la dinamica de induccién en
dormicion secundaria especialmente en semillas de A. thaliana. En esta especie,
semillas maduradas a una menor temperatura presentan generalmente una mayor
sensibilidad a factores que promueven la inducciéon en dormicion secundaria que
aquellas semillas que experimentaron una mayor temperatura durante su formacion en
la planta madre (Auge et al. 2015; Burghardt et al. 2016; Coughlan et al. 2017). En base
a estas observaciones realizadas principalmente bajo condiciones controladas de
laboratorio, se ha hipotetizado que la temperatura materna podria incidir sobre los
patrones de emergencia a campo. Debido al impacto que este efecto podria
potencialmente tener sobre la dindmica de las poblaciones naturales, resulta importante
no solo verificar estas observaciones bajo condiciones de campo, sino también indagar
estos efectos en semillas de otras especies.

A pesar de los avances logrados, es posible afirmar que el impacto genuino y relativo

de la temperatura materna sobre la dormicion de las semillas ha sido poco caracterizado
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(Chen et al. 2014; Springthorpe y Penfield 2015). Menos aun se ha verificado si tal
influencia tiene el potencial de impactar sobre los patrones temporales de emergencia a
campo. Profundizar nuestro conocimiento acerca de la regulacion que ejerce la
temperatura sobre la dormicion resultaria fundamental para comprender y predecir la
respuesta de las plantas al ambiente, particularmente en un contexto de cambio
climatico. Por ello, este capitulo ha tenido por objetivo estudiar mediante el desarrollo
de modelos y simulaciones el efecto de la temperatura materna sobre (i) la salida de la
dormicion primaria y la induccion en dormicion secundaria, (ii) la respuesta de las
semillas a la luz, la alternancia térmica y al potencial osmoético del medio, y (iii) los
patrones temporales de emergencia a campo de P. aviculare.

4.3. Materiales y métodos
4.3.3.Ensayos de ambiente materno

Distintos experimentos se realizaron durante dos afios consecutivos en el campo
experimental de la Facultad de Agronomia de la Universidad de Buenos Aires (34° 25’
S, 58° 25" O) con el fin de exponer a las plantas a una variedad de condiciones térmicas
durante sus etapas de desarrollo y maduracion de las semillas.

4.3.3.1. Variacion de la temperatura materna mediante el uso de carpas

En 2017/18, plantas de P. aviculare se cultivaron en el campo hasta inicio de
floracion, cuando se transfirieron a carpas de polietileno (Fig. 4.1) que permitieron
variar la temperatura durante las etapas de desarrollo y maduracion de las semillas
mediante el calentamiento de las mismas por radiacion solar durante el dia (Bodrone et
al. 2017). Las carpas consistieron en estructuras cubicas con techos a dos aguas,
construidas con listones de hierro (1,5 m de alto, 1 m de ancho, 1,5 m de largo).
Aquellas destinadas a generar un ambiente de “alta temperatura” (“Carpa AT”) contaron

con todas sus caras completamente envueltas con polietileno transparente (100 um de
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espesor). Estas carpas tenian una puerta (también cubierta de polietileno) en una de las
caras laterales que permitié la manipulacion de las plantas dispuestas en su interior. Las
puertas, junto a perforaciones realizadas en el techo permitieron el intercambio de gases
y la reduccion de la acumulacion de humedad. Las carpas de baja temperatura (“Carpa
BT”) s6lo dispusieron de polietileno en sus techos y los 20 cm posteriores de las caras
laterales en la parte superior. En los techos se realizaron las mismas perforaciones
descriptas para Carpa AT. Las carpas se dispusieron al azar sobre un espacio cubierto
por nylon negro con el fin de evitar la emergencia de malezas (4 carpas por tratamiento,
7 plantas por carpa).
4.3.3.2. Variacion de la temperatura materna en inverndculos

En 2017/18, plantas de P. aviculare se cultivaron en el campo hasta inicio de
floracion, cuando se transfirieron a invernaculos (Fig. 4.1) programados a temperaturas
contrastantes con el objetivo de exponer a las plantas a distintos ambientes térmicos
durante las etapas de desarrollo y maduracion de las semillas. Los invernaculos
permiten programar distintos valores de temperatura maxima que son alcanzados
mediante un sistema de enfriamiento de flujo forzado de aire externo a través de
almohadillas de enfriamiento de paja htimeda. Se dispusieron dos tratamientos
contrastantes de alta y baja temperatura, “Invernadculo AT” e “Invernaculo BT”,
respectivamente. Se cultivaron 40 plantas por invernaculo. Ademas, un grupo de 40
plantas se mantuvo fuera de las carpas durante todo el ciclo. Las semillas cosechadas se
agruparon en 5 grupos (i.e. 8 plantas por grupo). Durante la aplicacion de los
tratamientos dentro de los invernaculos se evitd exponer a las plantas a temperaturas

superiores a los 39-40 °C.
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4.3.3.3. Variacion de la temperatura materna en camaras de crecimiento

En 2018, grupos de plantas fueron crecidas en camaras de crecimiento (ISCO
Modelo E-3, Lincoln, USA) programadas a dos condiciones de térmicas contrastantes a
partir de floracion. Se utilizaron 10 plantas por camara, las cuales se mantuvieron a una
temperatura comun de 22,16+£0,26 °C hasta floracion, cuando se expusieron a
temperaturas que simularan condiciones de una primavera temprana (BT-programada a
20 °C) y del verano (AT-programada a 27 °C). El fotoperiodo fue de 16 h, el flujo de

fotones de ~310 umol m? s con una R:RL de 1,17+0,09.

——

Figura 4. 1. Vista de los experimentos con carpas de polietileno y de los invernaculos en los
cuales fueron crecidas las plantas de P. aviculare a partir de floracion bajo diferentes
temperaturas.

Para generar las plantas se utilizaron semillas de P. aviculare recolectadas en campos
productivos de Balcarce (37° 45" S, 58° 18" O, Buenos Aires, Argentina). Las semillas
se almacenaron en frascos de vidrio negro a ~20 °C hasta el inicio de los ensayos de
ambiente materno realizados en la Facultad de Agronomia de la Universidad de Buenos
Aires, Argentina (34° 25’ S, 58° 25" W). Para los experimentos en carpas e invernaculos
(ambos experimentos se realizaron en forma simultanea), el 28 de junio de 2017 se
sembraron semillas pre-germinadas a 10/24 °C en bandejas, las cuales se mantuvieron
en un invernaculo (24,3+4,23 °C). Luego de 15 d, las plantas se trasplantaron a macetas
de plastico de 15 dm® (sustrato de suelo, arena y perlita, 3: 3: 1) y se transfirieron al
campo hasta el inicio de los tratamientos. Para las camaras, la siembra se realizé el 12

de marzo de 2018 en macetas de 10 dm’ (utilizando el mismo sustrato) y las plantas
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fueron crecidas en las camaras de crecimiento todo su ciclo. Las plantas utilizadas en
todos los ensayos alcanzaron la floracion dentro de una misma semana. Las semillas
dispersadas naturalmente se retuvieron envolviendo las plantas con bolsas de nylon de
malla fina y se cosecharon cada 10-15 d. Las semillas cosechadas se utilizaron para los
experimentos de post-maduracion iniciados inmediatamente luego del acondiciona-
miento de las semillas (< 3 d post-cosecha). La temperatura y humedad se registraron
por hora a la altura de las plantas (Hobo U10, HOBO, USA y DAT-10, Dataloggers de
temperatura y humedad, Schwyz, China). La radiacion se midié con un radidometro
lineal o un radiometro/fotometro (LI-191S, LI-COR Inc., Lincoln, NE, USA; Li-COR
integrating quantum, Li-188B; Lincoln, USA). Estas variables ambientales fueron
registradas tanto dentro de las carpas, inverndculos y camaras, como a campo. Otros
datos ambientales se obtuvieron de una estacion meteorologica a 20 m del sitio
experimental.

4.3.4. Experimentos de post-maduracion

4.3.4.1. Dormicion primaria

El Experimento 1 (El) tuvo por objetivo examinar el efecto del ambiente térmico
explorado por las semillas durante su desarrollo y maduracion en la planta madre sobre
los cambios en el rango de temperaturas permisivas para la germinacion. Para ello se
utilizaron semillas obtenidas de plantas crecidas en carpas, las cuales fueron
estratificadas a 1,6+0,47, 4,7+0,62 6 9,2+0,42 °C. Luego de 0, 8, 25, 50, 75 y 100 d de
estratificacion la germinacion se evalud a temperaturas de incubacion constantes de 10,
15, 20, 25 °C y a 10/24 °C (12h/12h).

La dormicién primaria en semillas obtenidas de plantas crecidas en invernaculos fue
analizada mediante distintos ensayos: (a) se incubaron semillas a 10/24 °C luego de 0,

10, 15, 25, 50 y 75 d de estratificacion a 4,7 °C, (b) se incubaron semillas recién
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cosechadas a 2, 5 y 15 °C hasta que la germinacion acumulada alcanzara un claro
plateau, y (c) se incubaron semillas bajo diferentes potenciales osmoticos a 15 °C y
10/24 °C, luego de 0, 12 y 85 d de estratificacion a 4,7 °C.

Para analizar variaciones en los requerimientos de luz para germinar, se utilizaron
semillas de plantas crecidas en carpas e invernaculos, las cuales fueron estratificadas a
4,7 °C. A los 0, 10, 25, 50 y 75 d de estratificacion, la germinacion se evalué a 15 y
10/24 °C, luego de exponer las semillas a (i) 20 min de luz R de una intensidad de 28
pmol m™ s™, (i) 20 min de luz RL con una intensidad de 32 pmol m™ s™ o a (iii)
oscuridad constante (Batlla y Benech-Arnold 2005). Las semillas de plantas crecidas en
invernaculos fueron expuestas unicamente a (i) y (iii) e incubadas a 10/24 °C.

Las semillas obtenidas de plantas crecidas en camaras fueron utilizadas para verificar
el efecto de la temperatura materna cuando las demas variables ambientales permanecen
constantes. En este ensayo solo se evalud la germinacion a 15 y 10/24 °C al momento
de la cosecha.
4.3.4.2. Dormicion secundaria

El Experimento 2 (E2) fue disefiado para analizar el efecto de la temperatura materna
sobre la induccion en dormicion secundaria. Las semillas obtenidas de plantas crecidas
en invernaculos fueron estratificadas a 4,7 °C durante 75 d para liberarlas de la
dormicion. Luego, fueron almacenadas bajo condiciones que promueven la induccion de
la dormicién, en humedo a 24,13+0,84 y 34,23+0,73 °C durante 0, 2, 3, 5, 7, 12, 17, 19,
21y 24 d, cuando la germinacion se evaluo6 a 10/24 °C.
4.3.4.3. Patrones temporales de emergencia a campo

El Experimento 3 (E3) analizo el efecto de la temperatura materna sobre los patrones

de emergencia a campo. Inmediatamente luego de la cosecha las semillas obtenidas de
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plantas crecidas en carpas fueron enterradas en el suelo y la emergencia se evalué el 12
de marzo, el 6 de junio, el 3 de agosto, el 16 de septiembre y el 12 de octubre de 2018.

4.3.5.Condiciones de post-maduracion

La metodologia empleada para la post-maduracion en laboratorio (E1 y E2) y a
campo (E3) fue detallada en el Capitulo 2 (Ver materiales y métodos). En resumen, las
semillas fueron enterradas a 5 cm de profundidad en macetas (E1 y E2) o en el campo
(E3). En E1 y E2, el sustrato utilizado (descripto anteriormente) se mantuvo humedo a
lo largo de todo el ensayo, siguiendo la metodologia detallada en el Capitulo 2. Al inicio
de E3 se evalud la germinacion a 15 y 10/24 °C para registrar el nivel de dormicion
inicial de las semillas (germinacion <1%). En cada experimento, se registrd la
temperatura y humedad por hora a la profundidad de las semillas (DAT-10, Dataloggers
de temperatura y humedad, Schwyz, China; Decagon, Em5b Datalloger, USA).

4.3.6.Pruebas de germinacion y emergencia

Las pruebas de germinacion (E1 y E2) y de emergencia (E3) se realizaron segun la
metodologia descripta en el capitulo 2. La germinacion se registro diariamente, excepto
cuando se analiz6 la respuesta de las semillas a la luz, en cuyo caso se registro a los 15 d
de incubacion. Al final de cada prueba, se evalu6 la viabilidad mediante la compresion e
inspeccion visual de las semillas remanentes (>95%). A los 75/100 d de estratificacion a
4,7 °C, se verifico la viabilidad de las semillas mediante la incubacién de embriones a
10/24 °C (~100%). Las soluciones osmdticas fueron preparadas disolviendo diferentes
cantidades de PEG (PEG 6000, Fluka, Sigma-Alderich, Steinheim, Germany) en agua
destilada segin Michel (1983) y los valores de potencial agua obtenidos se verificaron
con un osmometro de presion de vapor (VAPRO 5520, Wescor Inc., Utah, USA). A

diario se cambiaron los filtros y solucion PEG para mantener constante el potencial
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agua del medio (Ni y Bradford 1992). En las incubadoras la temperatura se registro en
forma horaria (DAT-10, Dataloggers de temperatura y humedad, Schwyz, China).

Para las pruebas de emergencia (E3) se utilizaron 4 réplicas por tratamiento,
conformada cada una por 600 semillas. La emergencia se registrd a diario durante 30 d
durante los cuales los cilindros fueron regados y desmalezados. El 3 de agosto se
realizaron extracciones adicionales de bolsas para verificar la viabilidad de las semillas
mediante pruebas de germinacion a 10/24 °C (91,6+3,64%). La temperatura y humedad
del suelo se registrd por hora a la profundidad de entierro de las semillas en el suelo
(~1,5 cm; Decagon, Em5b Datalloger, USA).

4.4. Resultados
4.4.3.Condiciones ambientales durante el crecimiento de las plantas y produccion
de semillas

Las semillas experimentaron variaciones en el ambiente térmico explorado durante
su desarrollo y maduracion en la planta madre en una magnitud que dependié del
tratamiento aplicado (Fig. 4.2; Cuadro 4.1). Aquellas plantas que fueron crecidas en
invernaculos a “alta” (Invernaculo AT) y “baja” (Invernaculo BT) temperatura
experimentaron una variacion de ~9 °C. Cuando los tratamientos se aplicaron mediante
el uso de carpas, esta diferencia fue aproximadamente de 3 °C (Carpa AT y Carpa BT).
El menor contraste térmico (AT vs BT) generado por el uso de carpas pudo deberse a la
apertura diaria de las Carpas AT, lo cual se realizé con el objetivo de aminorar posibles
incrementos en la presion de vapor y la acumulacion de CO, (Rattalino et al. 2014). Las
temperaturas durante el periodo post-floracion-cosecha en las camaras de crecimiento
fueron de 17,7+0,6 °C (BT) y 27,6£2,1 °C (AT), lo que determino una diferencia entre

tratamientos de ~10°C.
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Figura 4. 2. Temperatura media diaria registrada durante las etapas de desarrollo y maduracion
de las semillas de P. aviculare en la planta madre en (a) las carpas a alta (AT) y baja (BT)
temperatura, (b) los invernaculos a alta (AT) y baja (BT) temperatura, y en el campo. Las
flechas verdes indican el fin de cada experimento de ambiente materno.

Cuadro 4. 1. Valores promedio (DE) de temperatura, fotoperiodo, humedad relativa y
radiacion incidente durante las etapas de desarrollo y maduracion de las semillas de P. aviculare
en la planta madre para los experimentos realizados en carpas, invernaculos y condiciones de
campo (i.e. exterior).

Carpa AT  Carpa BT Invegl;!.culo Invegl{'fculo Campo
Temperatura media diaria (°C) | 25,3845,61 22,46+4,85 | 29,88+4,63 20,69+3,64 | 19,06+4,02
g;ﬁze(ﬂ%‘)“a minima media 13,5746,21 10,9845,61 | 17,89+5,33  8,6243,86 | 8,02+3,364
dTinrI;fa’e(ﬂact‘)‘ra méxima media 36,0545,98 33,1144,79 | 39,32+4.78  31,88+3.87 |31.87+3.74
Fotoperiodo promedio (h) 14,72
Humedad relativa promedio (%) | 66,36+8,89 59,49+7,12 | 71,03£10,91  67,96%9,52 | 53,28+6,48
Radiacion media diaria (Mj m’z) 25,48+9,72
% de la RFA 64,87+1,24 68,3312,85 100

AT y BT refieren a los tratamientos de “alta” y “baja” temperatura, respectivamente. %RFA
refiere a la radiacion fotosintéticamente activa (RFA) que incidi6 sobre las plantas dentro de las
carpas e invernaculos en relacion a la RFA a la que fueron expuestas las plantas crecidas en el
campo.

A su vez, los distintos tratamientos aplicados para manipular el ambiente térmico
determinaron variaciones en las temperaturas medias diarias logradas por los
tratamientos “BT” y “AT” (Fig. S4.1). En general, la temperatura media diaria en el
tratamiento Invernaculo BT fue menor a la de las Carpas BT, mientras que la
temperatura media diaria en los Invernaculos AT fue mayor a la de las Carpas AT.

Ademas de las variaciones registradas en la temperatura, la humedad relativa fue en
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promedio mayor y la radiacion media diaria, menor para plantas crecidas en carpas e
invernaculos que para aquellas plantas mantenidas en el campo (Cuadro 4.1).
4.4.4.Efecto de la temperatura materna sobre la dormicion

En términos generales, las semillas expuestas a una mayor temperatura media diaria
durante su desarrollo y maduracion en la planta madre presentaron un menor nivel de
dormicion primaria que aquellas semillas expuestas a una menor temperatura (Fig. 4.3,
4.4 y 4.5). La magnitud de estas diferencias, no obstante, varié segun el tratamiento
aplicado (carpas, invernaculos o camaras), las condiciones y tiempos de post-
maduracion evaluados y la temperatura/régimen de incubacidon utilizada. En los
experimentos de carpas (variacion térmica de ~3 °C), las semillas expuestas a una
mayor temperatura materna mostraron porcentajes de germinacion mayores que
aquellas expuestas a una menor temperatura (Fig. 4.3). A su vez, estas diferencias
fueron mayores a menor temperatura de estratificacion (1,6 y 4,7 °C) y de incubacion
(10, 15, 20 °C). A temperaturas de incubacion constantes de 10, 15 e incluso 25 °C (i.e.
la minima, media y maxima temperatura del régimen de incubacion fluctuante), las
variaciones observadas en la germinacion por efecto de los tratamientos de temperatura
materna fueron generalmente mayores a las detectadas a 10/24 °C, particularmente para
aquellas semillas que fueron estratificadas a 1,6 °C.

De forma similar, la germinacion de las semillas obtenidas de invernaculos a mayor
temperatura (variacion térmica de ~9 °C) fue mayor a cosecha y durante la
estratificacion que la de aquellas semillas provenientes de inverndculos a menor
temperatura o del campo (Fig. 4.4 y 4.5a). Esto se observd tanto en semillas
estratificadas a 4,7 °C e incubadas a 15 y a 10/24 °C, como en aquellas incubadas desde

cosechaa 2,5y 15 °C (Fig. S4.2).
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Figura 4. 3. Germinacion final (%) de semillas de P. aviculare incubadas durante 15 d a 10, 15,
20, 25 y 10/24 °C luego de 0, 10, 25, 50 y 75 d de estratificacion a 1,6 (a) 4,7 (b) y 9,2 °C (c).
Las semillas se obtuvieron de plantas crecidas en carpas a diferentes temperaturas (Carpa AT-
Alta temperatura, Carpa BT-Baja temperatura, a temperaturas medias de 25,38+5,61 y
22,46+4,85 °C, respectivamente). Los simbolos representan la media (n= 4) y las barras
verticales, el error estandar.
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Figura 4. 4. Germinaciéon acumulada (%) de semillas de P. aviculare incubadas a 10/24 °C
(arriba) o 15 °C (abajo) a 0 (agua destilada) o -4 BAR luego de ser estratificadas por (a) 0, (b)
12 y (c) 82 d a 4,7 °C. Las semillas se obtuvieron de plantas crecidas en invernaculos a
diferentes temperaturas (Invernaculo AT-Alta temperatura, Invernaculo BT-Baja temperatura, a
temperaturas medias de 29,88+4,63 y 20,69+3,64 °C, respectivamente). Los simbolos
representan la media (n=5) y las barras verticales, el error estandar.
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Figura 4. 5. Germinacion acumulada (%) de semillas de P. aviculare a 10/24 °C luego de (a) 0,
10, 15, 25, 50 y 75 d de estratificacion a 4,7 °C y (b) 0 (i.e. a los 75 d de estratificacion) 2, 3, 5,
7,12,17,19,22 y 27 d de almacenaje a 24 y 34 °C. Las semillas provinieron de plantas crecidas
en invernaculos a diferentes temperaturas (Invernaculo AT-Alta temperatura, Invernaculo BT-
Baja temperatura, a temperaturas medias de 29,88+4,63 y 20,69+3,64 °C, respectivamente). Los
simbolos representan la media (n= 5) y las barras verticales, el error estandar.

Cuando se analizd la germinaciéon de las semillas bajo potenciales osmoticos
contrastantes (0 y -4 BAR), los porcentajes observados dependieron de las condiciones
térmicas exploradas por las mismas en la planta madre, el tiempo de estratificacion y la
temperatura de incubacion (Fig. 4.4). A 10/24 °C, semillas obtenidas de un ambiente de
maduracion mas frio (Invernaculo BT) e incubadas bajo un potencial osmotico reducido

s6lo mostraron un incremento de la germinacion del orden del 25% luego de 85 d de
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estratificacion. En cambio, aquellas semillas obtenidas de un ambiente de maduracién
mas calido (Invernaculo AT) mostraron una mayor capacidad de germinar bajo un
potencial osmotico reducido, incluso luego de 12 d es estratificacion. A los 85 d, estas
semillas lograron valores similares (~85%) de germinacion a los alcanzados por
semillas incubadas en agua destilada. A 15 °C, la germinacion bajo estrés hidrico fue
siempre reducida, en mayor medida en aquellas semillas obtenidas del Invernaculo BT.
El efecto de la temperatura fue verificado en semillas obtenidas de plantas crecidas
en camaras de crecimiento, donde el Unico factor que vari6 fue la temperatura post-
floracion (Fig. 4.6). Las diferencias fueron consistentes pero sutiles (<20%), ya que el

nivel de dormicion a cosecha fue relativamente bajo.

a b

. 100 e

&

c 15

0

g 50

£

g 25 -# Camara AT

4] i -& Camara BT
T T T T T T T T
0 5 10 15 0 5 10 15

Tiempo de incubacién (d)

Figura 4. 6. Germinacion acumulada (%) de semillas de P. aviculare incubadas a cosecha
durante 15 d a (a) 10/24 °C y (b) 15 °C. Las semillas se obtuvieron de plantas crecidas en
camaras a diferentes temperaturas (Camara AT-Alta temperatura, Camara BT-Baja temperatura,
a temperaturas medias de 17,7+£0,6 y 27,6+2,1 °C, respectivamente). Los simbolos representan
la media (n=4) y las barras verticales, el error estandar.

Variaciones en la temperatura explorada por las semillas durante su formacion en la
planta madre no solo determinaron cambios en el nivel de dormiciéon primaria de las
semillas (Fig. 4.5a), sino también sobre la dinamica de induccién en dormicion
secundaria durante el almacenaje en humedo a 24 y 34 °C (Fig. 4.5b). Esto ultimo se
asocio a diferencias en las tasas de induccion en dormicion secundaria, donde semillas
expuestas al invernaculo AT durante su fase reproductiva evidenciaron una mayor tasa
de induccién en dormicidon que las expuestas al inverndculo BT o a condiciones de

campo. Por ejemplo, mientras que semillas del Invernaculo AT germinaron mas a los 0
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(i.e. a los 75 d de estratificacion), 2 y 3 d de almacenaje a 24 °C, a partir de los 17 d
equipararon los niveles de germinacion logrados por aquellas obtenidas del tratamiento
BT (que expresaban un mayor nivel de dormicion inicial). Las variaciones en las tasas
de induccion fueron aun mas evidentes a 34 °C, en cuyo caso las diferencias en la
germinacion dejaron de observarse transcurridos solamente los 2-3 d de almacenaje.
4.4.5.Efecto de la temperatura materna sobre la respuesta de las semillas a la luz

Variaciones en la temperatura explorada por las semillas durante su formacion en la
planta madre generaron diferentes efectos sobre la respuesta de las mismas a la luz (Fig.
4.7 y 4.8). Las variaciones observadas dependieron no sélo del tratamiento materno
evaluado (semillas obtenidas de carpas mostraron menores variaciones en la
germinacion que aquellas provenientes de inverndculos), sino también de los
tratamientos luminicos aplicados (oscuridad constante, R o RL), y de la temperatura de
incubacion (15 o 10/24 °C).

Cuando las semillas fueron obtenidas de plantas crecidas en carpas y plantas
mantenidas fuera de las carpas, la germinacion aumento luego de un pulso de R a 15 °C
y, en mayor medida, a 10/24 °C (Fig. 4.7). Luego del pulso de R no se observaron
variaciones en los porcentajes de germinacion. En oscuridad o luego de un pulso de lus
RL, s6lo se observaron aumentos de la germinacion cuando las semillas fueron
incubadas a 10/24 °C (a 15 °C, la germinacion no superd el 15%). En este sentido, el
efecto de la temperatura materna en las semillas obtenidas de carpas y plantas crecidas
en el campo resultd mas evidente bajo condiciones de oscuridad y luego de un pulso de
luz RL, donde semillas obtenidas de Carpas AT mostraron, en lineas generales, una
mayor germinacion a 10/24 °C que aquellas provenientes de Carpas BT y de plantas

crecidas a campo (Fig. 4.7).
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Figura 4. 7. Germinacién final (%) a (a) 10/24 °C y (b) 15 °C de semillas de P. aviculare
estratificadas a 4,7 °C durante 0, 10, 25, 50 y 75 d luego de ser expuestas a 20 min de R
(intensidad de 28 pmol m™? s™), 20 min de RL (intensidad de 32 pmol m” s™) u oscuridad
constante. Las semillas se obtuvieron de plantas crecidas en carpas a diferentes temperaturas
(Carpa AT-Alta temperatura, Carpa BT-Baja temperatura, a temperaturas medias de 25,38+5,61
y 22,46+4,85 °C, respectivamente). Los simbolos representan la media (n= 4) y las barras
verticales, el error estandar.

Las condiciones experimentadas en los invernaculos generaron cambios mas
evidentes en la capacidad de las semillas de germinar en oscuridad y luego de un pulso
de R que aquellas observadas cuando las semillas provinieron de plantas crecidas en
carpas (Fig. 4.8). Aunque la germinacion de semillas provenientes de plantas expuestas
a una mayor temperatura en invernaculos siempre superd a la alcanzada por aquellas
obtenidas de un ambiente de menor temperatura, las diferencias entre tratamientos
fueron mayores en oscuridad que luego del pulso de R. De hecho, semillas producidas
en Invernaculos AT, a diferencia de aquellas generadas en Invernaculos BT, mostraron
menores requerimientos de luz para terminar la dormicion al cabo de 50/75 d de
estratificacion, lo que se refleja en la reducida diferencia obtenida en la germinacion con

respecto a semillas expuestas a la luz.
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Figura 4. 8. Germinacion final (%) a (a) 10/24 °C y (b) 15 °C de semillas de P. aviculare que
fueron estratificadas a 4,7 °C durante 0, 10, 25, 50 y 75 d luego de ser expuestas a 20 min de R
(con una intensidad de 28 pmol m™ s™) u oscuridad constante. Las semillas se obtuvieron de
plantas crecidas en invernaculos a diferentes temperaturas (Invernaculo AT-Alta temperatura,
Invernaculo BT-Baja temperatura, a temperaturas medias de 29,88+4,63 y 20,69+3,64 °C,
respectivamente). Los simbolos representan la media (n= 5) y las barras verticales, el error
estandar.

4.4.6. Efecto de la temperatura materna sobre los patrones de emergencia a campo

Semillas obtenidas de plantas crecidas en carpas (Carpa AT y BT, variacion de
temperatura de ~3 °C) fueron enterradas en el suelo a cosecha (3 de enero de 2018) y
extraidas periddicamente para analizar el efecto de la temperatura materna sobre la
emergencia a campo (Fig. 4.9). Se observd un mismo patrén temporal para ambos lotes
de semillas (Carpa AT y BT): la emergencia aumentd desde junio hasta la extraccion de
agosto y disminuyd gradualmente hasta octubre. Por otro lado, tampoco se detectaron
variaciones significativas en los porcentajes de emergencia para las distintas fechas
evaluadas (prueba de Tukey con P<0,05; Fig. 4.9). En pruebas realizadas en los meses
de agosto y septiembre, no obstante, la emergencia tendié a ser ligeramente mayor
cuando las semillas fueron obtenidas de un ambiente materno de mayor temperatura
(Carpa AT) que para semillas provenientes de un ambiente materno menor temperatura

(Carpa BT).



107

Y
o
(=}

Bl Carpa AT
Bl Carpa BT

]
<

@
b

.
b

)
2

Emergencia de plantulas (%)

o

Marzo 12 Junio 6 Agosto 3 Septiembre 16 Octubre 5
Fecha de extraccion de semillas

Figura 4. 9. Emergencia final de plantulas de P. aviculare (%) obtenida en 5 extracciones
realizadas en el campo. Las semillas se obtuvieron de plantas crecidas en carpas a diferentes
temperaturas (Carpa AT-Alta temperatura, Carpa BT-Baja temperatura, a temperaturas medias
de 25,3845,61 y 22,46+4,85 °C, respectivamente). Las semillas se enterraron el 3 de enero
(2018). Las columnas representan la media (n= 4) y las barras verticales, el error estandar.

4.4.7. Cuantificacion y simulacion del efecto de la temperatura materna sobre la
germinacion

El efecto de la temperatura media experimentada por las semillas durante su
desarrollo y maduracion en la planta madre fue modelado en funcion del TT de
estratificacion requerido para que el 25 y el 50% de esas semillas germinen a 10/24 °C.
Los tiempos de estratificacion al 25 y el 50% de germinacion se estimaron mediante el
ajuste de modelos que maximizaran el R” entre los datos de germinacion final y el
tiempo de estratificacion a 1,6, 4,7 0 9,2 °C (Fig. 4.3 y 4.5). Los valores obtenidos se
expresaron en unidades de TT utilizando una temperatura umbral de 13,5 °C (Ver
Capitulo 2). Estos valores ajustaron adecuadamente a regresiones lineales cuando
fueron graficados en funcion de la temperatura media que las semillas exploraron
durante su desarrollo y maduracion en la planta madre (Fig. 4.10). Estas regresiones
reflejan la correlacion significativa y negativa (r=-0,82 y r=-0,85 para el 25 y el 50%,
respectivamente) entre la temperatura materna y el nivel de dormicion de las semillas

(Fig. 4.10a).
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Utilizando los datos de temperatura del suelo registrados durante el experimento de
emergencia a campo (Fig. 4.10b) se simuld el momento en el que ocurre la germinacion
para el 25 y el 50% de las semillas producidas bajo diferentes ambientes térmicos (se
utilizo para este ejemplo el promedio térmico explorado en los tratamientos Carpa AT y
BT, ya que estos fueron los tratamientos empleados para analizar la emergencia campo).
La simulacion predijo variaciones temporales en la germinacion de 7 d para el 25% y 12
d para el 50% como resultado de los efectos sobre el nivel de dormicion de cambios de
aproximadamente 3 °C en la temperatura media explorada por las semillas durante su
formacion en la planta madre.
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Figura 4. 10. (a) Tiempo térmico de estratificacion (°Cd) requerido para que germine el 25 y el
50% de la poblacion de semillas de P. aviculare a 10/24 °C en funcion de la temperatura media
experimentada por esas semillas durante su desarrollo y maduraciéon en la planta madre. Los
modelos se desarrollaron con datos de germinacion final de semillas obtenidas de los
experimentos realizados en carpas (estratificadas a 1,6, 4,7 y 9,2 °C; m) e invernaculos
(estratificadas a 4,7 °C; e). El TT se calculd considerando una temperatura umbral de 13,5 °C
para la salida de la dormicién (Ver Capitulo 1). Las ecuaciones (IC= 95%) y R* figuran sobre
las rectas ajustadas. Las lineas verticales roja (22,5+4,8 °C; BT) y azul (25,4£5,6 °C; AT)
sefialan la temperatura materna media considerada en cada simulacion en (b). (b) TT de
estratificacion y temperatura del suelo registrada en el experimento de campo. Las lineas
punteadas y las lineas gruesas refieren a las simulaciones para el 25% y el 50% de la poblacion,
respectivamente. Seguin la simulacion, el 25% germinara el 15/06+£2 d y el 21/06+2 d y el 50%,
el 12/0742 d y el 24/0742 d, cuando las semillas provienen de un ambiente de mayor (25,4+5,6
°C; AT) y menor (22,5+4,8 °C; BT) temperatura, respectivamente.

4.4.8.El rol de la temperatura materna en relacion al efecto del fotoperiodo
En este apartado se intenta analizar en qué medida la variabilidad observada en el

comportamiento germinativo de las semillas ante cambios en la fecha de siembra se



109

correlaciona con las variaciones de la temperatura y del fotoperiodo (este ultimo,
analizado en el Capitulo 2 de la presente tesis). Para ello, se estimo el tiempo de
estratificacion (en dias) requerido para alcanzar el 50% de la germinacion mediante una
metodologia similar a la descripta en el apartado anterior (Fig. 4.11a), utilizando los
datos de germinacion final obtenidos a 10/24 °C con semillas estratificadas a 4,7-4,8 °C
de los experimentos de fecha de siembra (Fig. 2.3, S2.2 y S2.3; Capitulo 2), fotoperiodo

(Fig. 2.4 y S2.4; capitulo 2) y temperatura (Fig. 4.3 y 4.5).
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Figura 4. 11. Tiempo de estratificacion (d) a 4,7-4,8 °C (d) requerido para que germine el 50%
de la poblacion de semillas de P. aviculare bajo condiciones dptimas (i.e. incubadas a 10/24 °C,
luego de ser expuestas a un pulso de luz R) en funcion (a) la temperatura y (b) el fotoperiodo
que en promedio que experimentaron las semillas durante su desarrollo y maduracion en la
planta madre. Para el desarrollo de estos modelos se utilizaron datos obtenidos de plantas
sembradas en distintas fechas y afios (©) y expuestas a distintos fotoperiodos () maternos
(Capitulo 2) y temperaturas (®). Los coeficientes de correlacion, las ecuaciones de la regresion y
sus respectivos R* figuran dentro de cada panel.

Los valores obtenidos de tiempo de estratificacion requerido para alcanzar el 50% de
la germinacién fueron graficados en funcion de la temperatura (Fig. 4.11a) y el
fotoperiodo (Fig. 4.11b) que exploraron, en promedio, las semillas durante su
maduracion (i.e. desde floracion de la planta madre a la dispersion). El nivel de
dormicion se correlaciono significativamente con ambos factores (Fig. 11). No obstante,
la correlacion fue mayor con el fotoperiodo (= 0,78) que con la temperatura (= 0,58).

Por su parte, las regresiones ajustadas indicaron que la temperatura materna explica una
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proporcion significativa de la variabilidad observada en el nivel de dormicion de las
semillas. Sin embargo, en el rango térmico explorado el fotoperiodo explica una
proporcién mayor de dicha variabilidad.

4.5. Discusion

En coincidencia con lo observado para numerosas especies (Fenner 1991; Kendall y
Penfield 2012), el presente capitulo muestra que en P. aviculare (i) la tasa de salida de
la dormicién primaria (Fig. 4.3, 4.5 y S4.2), (ii) la respuesta de las semillas a la luzy a
la alternancia térmica (Fig. 4.7 y 4.8), (iii) la capacidad de germinar bajo distintos
potenciales osmoticos (Fig. 4.4) y (iv) la dinamica de induccion en dormicion
secundaria (Fig. 4.5) son procesos afectados por las condiciones térmicas que las
semillas experimentan durante su desarrollo y maduracion en la planta madre. Estos
resultados, sugieren que la temperatura materna es un factor que interviene en la
regulacion de la dormicion debido a cambios en la fecha de siembra (Fig. 4.10),
posibilitando que semillas maduradas y dispersadas en diferentes momentos sean
capaces de sincronizar su germinacion (Ver resultados del Capitulo 2). Sin embargo, en
términos relativos, los resultados sugieren que la influencia de la temperatura materna
sobre la dormicion podria ser en términos relativos menor a la adjudicada previamente
para A. thaliana, y en relacion a otros factores que también varian con la fecha de
siembra, como el fotoperiodo (Fig. 4.11).

Las semillas de P. aviculare expuestas a un ambiente de maduracion de mayor
temperatura presentaron un menor nivel de dormicion primaria que aquellas obtenidas
de un ambiente de maduracion de menor temperatura (Fig. 4.3, 4.4, 4.5, 4.6, 4.7 y S4.2).
Cabe senalar que este trabajo no evaluo interacciones con otros factores del ambiente
materno, que sin embargo deberian ser consideradas en estudios futuros. Por ejemplo, se

sabe que una menor RFA usualmente reduce la dormicion de las semillas (incluso en P.



111

aviculare; Ver Capitulo 5). Las variaciones en este factor podrian explicar los menores
porcentajes de germinacion observados en semillas de plantas crecidas en el campo y
expuestas a una mayor RFA (Cuadro 4.1); o el bajo nivel de dormicion de semillas
obtenidas de camaras de crecimiento, donde el flujo de fotones fue extremadamente
bajo (~310 pmol m™ s™). Sin embargo, las variaciones de la radiacién incidente fueron
de un orden de magnitud similar dentro y entre tratamientos térmicos, lo que permite
descartar el efecto de este factor sobre los resultados obtenidos (Cuadro 4.1). Por otro
lado, aun cuando so6lo se pudo evaluar la germinacion a cosecha (Fig. 4.5), el efecto de
la temperatura pudo verificarse con semillas obtenidas de un ambiente donde el unico
factor que vario fue la temperatura post-floracion (ensayo en camaras AT y BT).

Estas variaciones en el nivel de dormicioén fueron mas marcadas cuando las semillas
provinieron de invernaculos (Fig. 4.4, 4.5 y 4.8; variacion térmica de ~9 °C) que para
aquellas obtenidas de las carpas (Fig. 4.3 y 4.7; variacion térmica de ~3 °C). Esto pudo
deberse a las diferencias en la variacion térmica entre experimentos y/o al rango de
temperaturas explorado por las semillas segun el tratamiento aplicado. En este sentido,
Springthorpe y Penfield (2015) -y posteriormente Huang et al. (2018)- detectaron que
en A. thaliana el efecto de la temperatura materna sobre la dormicidon presenta un
comportamiento bifasico, dado por una temperatura umbral de 14-15 °C por debajo de
la cual no se detectan efectos sobre la dormicién. Llamativamente, las semillas
mostraron leves variaciones en la germinacion cuando fueron obtenidas de Carpas e
Invernaculos a “baja” temperatura (BT). Cuando fueron obtenidas de ambientes de
mayor temperatura (Carpa vs Invernaculo AT), las diferencias entre tratamientos fueron
mas acentuadas (y la germinacion fue significativamente superior ante la mayor
temperatura del tratamiento Invernaculo AT). Esto podria deberse a que las semillas

obtenidas de plantas crecidas en Inverndculos AT hayan explorado un rango térmico (o
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una temperatura umbral) dentro del cual (o por encima de la cual) los efectos sobre la
dormicién resulten mas efectivos (lo cual implicaria que la relacion entre el nivel de
dormicion de las semillas y la temperatura materna no sea lineal; Fig. 4.10).

Una mayor temperatura durante el desarrollo y la maduracion de las semillas
determind aumentos significativos de la capacidad de las semillas de germinar en
oscuridad y luego de un pulso de luz R (Fig. 4.7 y 4.8), lo cual sugiere un efecto sobre
la respuesta de tipo LFR. Esto fue particularmente evidente cuando las semillas fueron
incubadas a 10/24°C, mientras que a 15 °C se detectaron variaciones mas sutiles (de
hecho, la germinacion fue reducida), lo cual evidencia la existencia de interacciones de
tipo sinérgicas en la respuesta de las semillas a la luz y la alternancia térmica, algo que
ha sido reportado para otras especies (Vincent y Roberts 1977; Arana et al. 2017). En
cambio, no se observaron respuestas de tipo VLFR (i.e. no hubo un incremento de la
germinacion por encima de aquella registrada en oscuridad luego de un pulso de RL), a
pesar de que se ha documentado su existencia en semillas de P. aviculare (Batlla y
Benech-Arnold 2005). Por otro lado, en coincidencia con resultados obtenidos para A.
thaliana (Edwards et al. 2016), la temperatura materna afectd la capacidad de las
semillas de P. aviculare de germinar bajo distintos potenciales osmoticos (Fig. 4.4).
Batlla y Benech-Arnold (2004) demostraron que durante la estratificacion, las semillas
de P. aviculare experimentan una gradual disminucion en el potencial osmdtico por
encima del cual pueden germinar, algo detectado también en otras especies. En sintonia,
en este trabajo, la capacidad de las semillas de P. aviculare para germinar bajo un
potencial osmotico reducido aumentd durante la estratificacion. Sin embargo, este
proceso ocurrié a una tasa que resultdo marcadamente superior cuando las semillas

provinieron de un ambiente de maduracion de mayor temperatura (Fig. 4.4). Las
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implicancias de este fenomeno son desconocidas, aunque se ha sugerido que podria
aparejar cambios en la dindmica de emergencia a campo.

Un proceso comparativamente menos explorado ha sido el efecto del ambiente
materno sobre la induccion en dormicion secundaria. En lineas generales, en P.
aviculare se observd una relacion positiva entre la temperatura materna y la tasa de
induccion en dormicion (Fig. 4.4). Esto difiere con resultados previamente obtenidos en
A. thaliana, en cuyo caso una menor temperatura de maduracion determind una
induccion mas rapida (Auge et al. 2015; Edwards et al. 2016). Cabe aclarar que en estos
trabajos realizados en A. thaliana, la induccion en dormicion fue promovida mediante
estrés hidrico por lo cual no es posible aseverar que se trate de respuestas diferentes.
Resultados semejantes a los observados en este capitulo fueron obtenidos y
cuantificados en el Capitulo 2 de la presente tesis, donde semillas de P. aviculare
obtenidas de una siembra mas tardia (y expuestas a una mayor temperatura materna)
mostraron una mayor tasa de induccion en dormicion secundaria. A diferencia de lo
sugerido en otros trabajos, este efecto pareceria establecer una sincronizacion de la
dindmica de induccién en dormicion de las semillas en el campo, en pos de acotar la
emergencia en aquellos periodos donde la produccion de semillas se ve fuertemente
reducida, en analogia con el efecto de la fecha de siembra de la planta madre sobre la
induccion en dormicion secundaria detectado y cuantificado en el Capitulo 2.

A pesar de los efectos observados bajo condiciones controladas, los porcentajes de
emergencia no difirieron significativamente. Esto pudo deberse a diferentes razones
relacionadas con la metodologia empleada, tales como: (i) la realizacion de un bajo
numero de extracciones en el experimento de campo, (ii) el uso de semillas obtenidas de
plantas crecidas en carpas, las cuales mostraron menores variaciones en la germinacion

que aquellas provenientes de los invernaculos. Mas alla de lo sefialado, resulta notorio
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que los patrones de emergencia sugieren que esta tendid a ser sutilmente mayor cuando
las semillas provinieron de Carpas AT que para semillas obtenidas de Carpas BT. Esta
sutil tendencia resulta consistente con el efecto de la temperatura materna detectado
bajo condiciones controladas.

A pesar de que no se observaron efectos sobre la emergencia, en su conjunto, los
resultados descriptos sugieren que semillas de P. aviculare maduradas bajo
temperaturas mas “calidas” presentarian menores requerimientos para germinar que
aquellas maduradas en ambientes mas y “frescos”. Esto podria permitir que semillas
maduradas y dispersadas mas tarde sincronicen su germinacion a la de aquellas semillas
maduradas y dispersadas mas tempranamente, conduciendo a una sincronizacion de la
emergencia. Esto claramente va en la direccion de los efectos de la fecha de siembra y
del fotoperiodo establecidos en el Capitulo 2 de la presente tesis y coincide con
evidencias obtenidas para 4. thaliana (Burghardt et al. 2016; Edwards et al. 2016).

Futuras investigaciones deberian desarrollarse para analizar la forma en que la
temperatura y el fotoperiodo actiian en simultineo. Aunque no en términos taxativos,
distintos trabajos han planteado que la temperatura es el principal factor del ambiente
materno responsable de modular el nivel de dormiciéon primaria que las semillas
presentan al momento de su dispersion. En este capitulo, las correlaciones y los modelos
desarrollados sugieren que el rol de la temperatura materna en relacion al efecto de la
fecha de siembra seria significativo pero menor al efecto que ejerceria el fotoperiodo
(Fig. 4.11) -para la especie en estudio y dentro del rango de condiciones exploradas-.
Profundizar sobre el alcance de estos efectos podria contribuir a nuestra capacidad de
predecir el comportamiento de las comunidades vegetales en contextos variables, asi

como proyectar posibles respuestas de las plantas al cambio climatico.



CAPITULO 5
El efecto de la presencia del canopeo sobre la dormicion en semillas de Polygonum
aviculare y su impacto sobre la emergencia a campo

Resumen

La presencia de un canopeo vegetal determina profundos cambios en la cantidad de
radiacion, la composicion de la luz y la temperatura, entre otras variables. Muchos de
estos factores han mostrado afectar fuertemente el nivel de dormicion primaria que las
semillas de numerosas especies presentan al momento de su dispersion de la planta
madre. A pesar de ello, el efecto de la presencia de un canopeo ha sido asociado
basicamente a las reducciones que este establece sobre la R:RL del ambiente luminico,
lo cual promoveria un incremento de los requerimientos de luz de las semillas para
germinar. El presente capitulo analiza el efecto de la presencia de un canopeo durante la
formacion de los frutos de Polygonum aviculare en la planta madre sobre el nivel de
dormicion, las respuestas a luz y los patrones de emergencia a campo de la siguiente
generacion. A su vez, evalia el efecto particular de la R:RL y la radiacion, los dos
factores del ambiente luminico mas afectados por la presencia de un canopeo. Los
resultados mostraron que frutos obtenidos de plantas expuestas al canopeo de un cultivo
de trigo germinaron mas que aquellos de plantas que se mantuvieron aisladas de la
cubierta vegetal, lo cual determind variaciones en la emergencia a campo. Esto fue
observado incluso en oscuridad y se asocid a cambios en la transmitancia de los
pericarpios (que habrian afectado la relacion Pfr/Ptotal y el contenido de GAs),
variaciones en la resistencia mecanica ofrecida por los pericarpios (las cuales se vieron
acompafiadas por variaciones en el grosor, la pigmentacion y la composicion de los
mismos), y diferencias en el potencial de crecimiento de los embriones. A diferencia de

lo esperado, estos efectos se asociaron a las reducciones que el canopeo determina sobre
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la RFA, y no sobre la R:RL de la luz como se ha sostenido ampliamente. Estos
resultados evidencian la importancia de avanzar en el estudio de este efecto en pos de
indagar sus posibles implicancias ecologicas.

5.1. Introduccion

En los capitulos previos, se estudiaron los efectos que determinan sobre la dormicion
de las semillas el hecho de que las especies anuales emerjan en distintos momentos. Sin
embargo, una vez emergida, una misma cohorte de plantas también puede experimentar
intensas variaciones en el ambiente impuestas por la presencia de vecinos. Esto
determina que, fundamentalmente en contextos donde las comunidades vegetales son
densas, las etapas de formacion de las semillas en la planta madre tengan lugar bajo
condiciones ambientales particulares. Por ejemplo, los canopeos absorben fuertemente
la luz en el rango de la radiacion UV (280-320 nm para UVB, 320-400 nm para UVA)
y de la RFA (400-700 nm), particularmente en las regiones azul y roja del espectro. A
su vez, transmiten y reflejan fuertemente la mayor parte del rojo lejano (700-800 nm) e
infrarrojo, lo cual determina, por ejemplo, fuertes reducciones de la R:RL en
comparacion con la luz plena (Holmes y Smith 1977; Schmitt y Wulff 1993; Casal
2013). A su vez, la presencia de un canopeo reduce la temperatura y la amplitud térmica
(Thompson et al. 1977), modifica las condiciones de humedad y la disponibilidad de
nutrientes en el suelo. Mas alla de que la magnitud de estas variaciones son dindmicas y
dependen de varias caracteristicas del sistema (Ballar¢ et al. 1987; Casal y Smith 1988);
la presencia de un canopeo actua sobre factores del ambiente materno que de manera
aisladas han mostrado tener un marcado efecto sobre el nivel de dormicion de las
semillas a la dispersion (Fenner 1991). Por lo tanto, cabe preguntarse de qué manera la
presencia de un canopeo puede afectar el nivel de dormicion de las semillas al momento

de su dispersion.
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Aunque, como se explico anteriormente, la presencia de un canopeo modifica
distintas variables del ambiente (0 micro-ambiente), su efecto en relacion al ambiente
materno ha sido generalmente asociado a la disminucion que determina en la R:RL del
ambiente luminico. La hipotesis principal ha consistido en que la baja R:RL de la luz
transmitida por un canopeo determinaria una predominancia de fitocromos en el estado
inactivo (Pr) en las semillas a la dispersion y, por lo tanto, un aumento de los
requerimientos de luz para germinar. Esta hipotesis alcanzd cierto grado de aceptacion
dado que en experimentos donde se manipuld la R:RL, fundamentalmente en
Arabidopsis thaliana, se detectd una relacion fuertemente negativa entre esta variable y
la capacidad germinativa de las semillas (Mccullough y Shropshire 1970; Hayes y Klein
1974; Cresswell y Grime 1981; Benvenuti y Macchia 1997; Hinsberg 1998; Gutterman
2000; Brainard et al. 2005). Otra fuente de sustento ha sido considerada la importante
cantidad de trabajos que muestran que la presencia de un canopeo inhibe la germinacion
de semillas dispersadas y embebidas, a través del efecto que ejerce nuevamente sobre la
R:RL (Cumming 1963; Fenner 1980qa,b). Sin embargo, no hay trabajos que muestren
que se traten procesos comunes en condiciones naturales. A su vez, si bien bajo
condiciones controladas se ha verificado que una menor R:RL durante la formacion de
las semillas aumenta los requerimientos de luz de las mismas para germinar, las
implicancias que este efecto podria tener sobre los patrones de emergencia de las
malezas en el campo son desconocidas.

A diferencia de lo descripto mayormente en la bibliografia, una serie de trabajos
recientemente detectaron que la presencia de un canopeo simulado con filtros durante la
formacion de las semillas de A. thaliana disminuye el nivel de dormicion de las semillas
cosechadas (Leverett et al. 2016; Vayda et al. 2018). Estos resultados sugieren que la

influencia del canopeo incluiria la participacion de otros factores mas alld la R:RL de la
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luz. En este sentido, y a pesar de ser relevantes, las variaciones que los canopeos
imponen sobre otras variables del ambiente luminico, como la RFA u otros factores
como la temperatura han sido menos abordadas. Esto demuestra la necesidad de
profundizar nuestro conocimiento acerca del efecto de la presencia de un canopeo en
especies cuyas semillas presenten cambios en su nivel de dormicion ante variaciones en
las condiciones del ambienta materno. Por ello, este capitulo tuvo por objetivos estudiar
la influencia del ambiente impuesto por el canopeo de un cultivo durante la formacion
de los frutos de P. aviculare, asi como el rol individual y combinado de la RFA y la
R:RL, sobre: (i) el nivel de dormicion, (ii) la respuesta de los frutos a la luz y (iii) los
patrones de emergencia a campo. Adicionalmente, se analizo la influencia que ejerce la
presencia de un canopeo vegetal sobre los componentes del fruto que imponen la
dormicion. El uso de esta especie permite a su vez, considerar el efecto de la
temperatura (analizado en el Capitulo 4 de la presente tesis), factor que también es
modificado por la presencia de un canopeo.
5.2. Materiales y métodos
5.2.1.Experimentos de ambiente materno

Distintos experimentos (Fig. 5.1) fueron realizados durante tres afios consecutivos en
el campo experimental de la Facultad de Agronomia de la Universidad de Buenos Aires
(34°25'S, 58° 25" O).
5.2.1.1. Exposicion de las plantas durante sus etapas reproductivas a las variaciones
del micro-ambiente impuestas por un canopeo

Plantas de P. aviculare (en adelante, plantas madre) fueron crecidas en macetas hasta
floracion, cuando fueron enterradas en el suelo debajo (“CC”), o fuera (“SC”) de un
canopeo de un cultivo de trigo en macollaje (~Z2.4, segun escala Zadoks; Fig. 5.1). Se

utilizaron cuatro réplicas conformadas por cinco plantas madre cada una, las cuales se
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sembraron el 22 de julio (2016) y el 2 de junio (2017). Las parcelas de trigo (1,2 m x 5
m) fueron sembradas a razon de ~250 pl m? (17,5 cm entre hileras, orientacién norte-
sur), el 28 de junio de 2016 y el 24 de mayo de 2017. En 2018, se realizd otro
experimento similar, pero las plantas madre fueron expuestas a partir de floracion a tres
densidades de cultivo (en ~Z2.4): ~250 (“CCAD”), ~12 (“CCBD”) y 0 (“SC”) pl de
trigo m” (25 cm entre filas, orientacion norte-sur). Se utilizaron cuatro réplicas,
conformada cada una por tres plantas de P. aviculare. El trigo se sembro6 el 3 de julio y
P. aviculare, el 27 de junio. El procedimiento llevado a cabo con las plantas madre fue
el mismo que el realizado en afios anteriores. Adicionalmente, plantulas de P. aviculare
emergidas espontaneamente en las parcelas del cultivo fueron marcadas (“CCAD” y
“SC” seglin el grado de exposicion al canopeo) y cosechadas. En este caso, siete

réplicas conformadas por cinco plantas cada una fueron utilizadas.

Figura 5. 1. Vista de experimentos que consistieron en exponer a las plantas de P. aviculare a
canopeos de cultivos de trigo sembrados a distintas densidades, mediasombras que redujeron la
RFA y filtros que afectaron la R:RL del ambiente luminico a partir de floracion.

5.2.1.2. Exposicion de las plantas a variaciones en la cantidad de radiacion incidente
durante la etapa reproductiva

Plantas de P. aviculare fueron expuestas a niveles contrastantes de RFA a partir de
floracion. Para ello, se instalaron redes de mediasombra que variaron la RFA sin afectar
la composicion espectral (Fig. 5.1). Las redes (tratamiento “|RFA”) se instalaron por
encima y alrededor de las plantas utilizando estructuras cilindricas ubicadas a 30 cm una

sobre la otra, sostenidas por estacas. Los controles (“RFA”) crecieron con las mismas
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estructuras, sin las redes. Se utilizaron cuatro réplicas conformadas por cuatro plantas
cada una, las cuales se sembraron el 22 de julio y el 30 de noviembre de 2016. Ademas,
en 2018, se instalaron mediasombras montadas en estructuras prismaticas de madera
sobre plantas cultivadas fuera y dentro del cultivo de trigo sembrado a una densidad de
12 pl m? (“CCBD+|RFA”). Cuatro estructuras con tres plantas se repartieron
aleatoriamente dentro y fuera de las parcelas de trigo.
5.2.1.3. Exposicion de las plantas a variaciones en la R:RL durante la etapa
reproductiva

Plantas de P. aviculare dispuestas en macetas fueron expuestas diferentes R:RL a
partir de floracion. En 2017, las plantas se cultivaron en en el campo hasta floracion,
cuando se transfirieron a un invernaculo con control de temperatura para ser crecidas
bajo filtros “lavanda especial E-Color #137” (Cinestore, Buenos Aires, Argentina; Fig.
5.1) que redujeron la R:RL ("|R:RL") y filtros neutros que no afectaron la composicion
espectral de la luz (R:RL natural, “R:RL”). En el tratamiento control, se aplicaron
también mediasombras, para igualar el flujo de fotones lograda en "|R:RL".
Adicionalmente, un grupo de plantas se cultivd en el invernaculo sin filtros ni redes
(“Sin filtros”). En 2018, se realizd un experimento similar pero bajo condiciones de
campo. En ambos ensayos, los filtros se dispusieron sobre estructuras prismaticas de
madera, cubriendo las caras laterales y superior (2017) o so6lo las caras laterales (2018).
Se utilizaron cuatro réplicas conformadas por tres (2017) y dos plantas (2018), las
cuales se sembraron el 10 de junio y el 27 de junio, respectivamente.

Para generar las plantas de P. aviculare que se utilizaron en los experimentos
descriptos (secciones 5.2.1.1 a 5.2.1.3) se recolectaron semillas en Balcarce, Buenos
Aires (37° 45 'S, 58° 18 'O) en marzo de 2016, 2017 y 2018. Semillas estratificadas a

4,8 °C fueron germinadas a 10/24 °C para obtener plantulas. Luego las plantas se
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cultivaron en macetas de 15 dm® (suelo, arena y perlita, 3: 2: 1) y s6lo se utilizaron
aquellas que florecieron dentro de una misma semana. A floracion, las macetas fueron
trasladas a cada uno de los tratamientos maternos descriptos. En los ensayos a campo,
las macetas fueron enterradas dejando su base superior al ras del suelo. Para retener los
frutos dispersadas naturalmente, las plantas se envolvieron en una bolsa de tul
transparente. Se realizaron cosechas cada 10/15 d. El material cosechado y
acondicionado fue almacenado en bolsas (< 3 d) hasta el inicio de los experimentos de
post-maduracion.

Las variables ambientales se midieron por encima y debajo de las plantas y
estructuras: temperatura (DAT-10, Datalloger de temperatura y humedad, Schwyz,
China), calidad de la luz (sensor SKR 110 660/730, Skye Instruments Ltd., Gales) y
radiacion (sensor cuantico LI-COR Inc., USA). La radiacion y la temperatura del aire se
registraron en una estacion meteoroldgica ubicada a 20 m del sitio experimental. La
transmision de filtros y cultivos (en la longitud de onda 250-750) se midi6 con un
espectrorradiometro (HHFieldSpec, Analytical Spectral Devices, Boulder, CO, USA).
5.2.2. Experimentos de post-maduracion
5.2.2.1. Dormicioén primaria

En este capitulo se referira al fruto de P. aviculare dado a que se analizara el rol de
los distintos componentes del mismo en la imposicion de dormicion (Ver capitulo 1). El
experimento 1 (E1) tuvo por objetivo determinar el efecto de la presencia del cultivo,
las variaciones en la radiacion incidente y en la R:RL sobre el nivel de dormicion de los
frutos de P. aviculare. Para ello, los frutos cosechados de los distintos tratamientos de
ambiente luminico fueron estratificados a 4,7+0,62 °C durante 0, 10, 25, 50 y 75 d,
cuando la germinacion se evalud a 15 y/o 10/24 °C. Aquellos frutos obtenidos de

plantas expuestas al canopeo y plantas dispuestas en espacios sin vegetacion (aisladas)
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fueron adicionalmente incubados a 0, 2, 5, 10, 15 y 20 °C desde cosecha hasta que la
germinacion alcanzé un claro plateau.

El experimento 2 (E2) buscd analizar la respuesta de los frutos a la luz post-
dispersion. Los frutos cosechados fueron estratificados a 4,7 °C por 0, 10, 25, 50 y 75 d,
cuando la germinacion se evalud a 15 y 10/24 °C, tras ser expuestos a (i) 20 min de luz
R (con una intensidad de 28 pmol m?s™), (ii) 20 min de luz RL (con una intensidad de
32 pmol m? s™) u (iii) oscuridad constante (Batlla y Benech-Armold 2005).
5.2.2.2. Componentes de cubiertas y embrionarios que determinan el nivel de
dormicion del fruto

El Experimento 3 (E3) busco analizar el rol de las cubiertas y de los embriones en los
efectos detectados ante cambios en el micro-ambiente impuesto por la presencia del
canopeo. Los frutos fueron estratificados durante 0, 7 y/o 10 d a 4,7 °C, cuando se
evaluo la germinacion de: frutos, frutos con pericarpio perforado, frutos con pericarpio
raspado a la altura de la radicula, semillas (i.e. embriones con endosperma y cubierta),
semillas de frutos expuestos a diferentes tratamientos de ambiente luminico con
pericarpios intercambiados y embriones aislados. Las pruebas se realizaron a 0, 5, 15,
25 y/o 10/24 °C y bajo distintos potenciales osmoticos generados usando PEG 6000.
Ademas, para analizar posibles variaciones en la permeabilidad de las cubiertas, frutos
de plantas expuestas a un canopeo y plantas que se mantuvieron aisladas fueron
incubados a 15 °C desde cosecha para determinar la dindmica de imbibicion hasta el
inicio de la germinacion.
5.2.2.3. Patrones temporales de emergencia a campo

El Experimento 4 (E4) busco analizar si la presencia de un canopeo, las variaciones
en la RFA y los cambios en la R:RL inciden sobre la emergencia a campo. Para ello, los

frutos fueron enterrados a cosecha y la emergencia fue evaluada periédicamente. Los
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frutos obtenidos de plantas expuestas al canopeo de un cultivo y plantas aisladas se
extrajeron del suelo el 6 de junio, el 7 de agosto y el 12 de octubre (2018). Luego de la
extraccion, los frutos fueron expuestos por 10 min a: (i) luz solar directa, (i) luz filtrada
a través de un canopeo de cebada con el objetivo de exponer las semillas a un ambiente
con una baja R:RL, u (iii) oscuridad con remocioén del suelo (i.e. durante la
exhumacion). A su vez, se adiciond otro tratamiento (iv), el cual consistié en registrar la
emergencia en cilindros expuestos a (iii) pero sin realizar remocién del suelo (i.e. sin
exhumar los frutos). Frutos obtenidos del experimento de radiacion incidente se
extrajeron el 1 de abril, el 10 de junio, el 18 de julio, el 23 de agosto, el 15 de
septiembre, el 15 de noviembre y el 20 de enero (2016), mientras que los de calidad de
luz (R:RL), el 20 de agosto (2018). Estos frutos s6lo fueron expuestos a (i).
5.2.3.Condiciones de post-maduracion

La metodologia empleada para la post-maduraciéon en laboratorio y a campo fue
descripta en detalle en el Capitulo 2 (Ver materiales y métodos). Al final de la
estratificacion (50-75 d), se verifico la viabilidad de los frutos no germinados
(96,6+1,1%) mediante la incubacion de estos en una solucién de cloruro de 2,3,5-
trifeniltetrazolio al 1% (p/v) durante 24 horas a 25 °C y la inspeccion de la tincion de
los embriones. En el experimento a campo, se extrajeron bolsas adicionales para
verificar la viabilidad de los frutos mediante pruebas de germinacién a 10/24 °C.
Durante la estratificacion y el entierro de las semillas en el campo se registrd
temperatura y humedad del sustrato por hora a 5 cm de profundidad (DAT-10,
Dataloggers de temperatura y humedad, China; Decagon, Em5b Datalloger, USA).
5.2.4.Pruebas de germinacion y emergencia

Las pruebas de germinacion (E1, E2 y E3) se realizaron siguiendo la metodologia

descripta en el Capitulo 2, en una habitacion oscura bajo luz fluorescente verde de baja
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intensidad. Se colocaron 45-55 frutos en placas sobre dos discos de papel humedecidos
con agua destilada o una solucion de PEG que redujo el potencial osmotico de 0 (agua
destilada) a -5 BAR. Luego, los frutos se expusieron a un pulso de 15 min de R, o 20
min de R y RL cuando se evalué la respuesta de los frutos a la luz (<20 °C).
Posteriormente, las placas se envolvieron con un plastico negro y se incubaron por 15 d
en oscuridad en incubadoras a la temperatura indicada para cada caso. En tratamientos
de oscuridad, las placas primero se envolvieron con el plastico negro y luego fueron
expuestas envueltas a 20 min a luz R. La germinacion se midi6 a diario, salvo cuando se
analizo la respuesta de los frutos a la luz (R, RL u oscuridad), en cuyo caso se registro a
los 15 d de incubacion. Al final de cada prueba se evalud viabilidad mediante la
compresion e inspeccion visual de los frutos remanentes (<5%). Las soluciones PEG
(Fluka, Sigma-Alderich, Steinheim, Germany) fueron preparadas segiin Michel (1983),
y los valores de potencial se verificaron con un osmoémetro de presion de vapor
(VAPRO 5520, Wescor Inc., Utah, USA). A diario se cambiaron los filtros con solucién
PEG para mantener constante el potencial osmético del medio (Ni y Bradford 1992).
Para el ensayo de emergencia a campo (E4), los frutos extraidos (700 por bolsa) se
dispusieron en placas que contenian agua destilada y se expusieron por 10 min a la luz,
un canopeo de cebada u oscuridad. Luego, los frutos fueron dispersados dentro de un
area delimitada por cilindros de PVC y cubiertos con tierra ~3 cm. Cada prueba dur6 45
d en los cuales los cilindros se regaron y desmalezaron manualmente. La cebada se
sembré en macetas de 10 cm® el 25 de abril, el 6 de junio y el 2 de septiembre. Durante
las extracciones, las macetas que contenian a las plantas de cebada (~V6) se enterraron
alrededor de los cilindros asignados a este tratamiento y las semillas extraidas y
dispuestas en las placas se expusieron a este ambiente luminico durante 10 min. Luego

las semillas se enterraron en los cilindros de PVC. Se midi6 la R:RL arriba y debajo de
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las plantas de cebada (sensor SKR 110 660/730, Skye Instruments Ltd., Gales). Para el
tratamiento de oscuridad con remocion, durante la exhumacion se utilizaron carpas
portatiles cubiertas con 4 capas de nylon negro (la condiciéon de oscuridad en las carpas
se verifico utilizando un medidor de luz; LM-8010, Lutron, Taiwan). En el ensayo de
oscuridad sin remocion, la base de los cilindros se cubrié con una malla de nylon que
permitid de recuperar los frutos que no germinaron. La temperatura y el contenido de
agua del suelo se registraron a 3 cm de profundidad (Decagon, Em5b Datalloger, USA).
5.2.5. Transmitancia de las cubiertas y valores de Pfr:Ptotal

Se extrajeron pericarpios de frutos de plantas expuestas al canopeo de un cultivo
(CCAD) y plantas aisladas (SC), previamente incubados durante 12 h a 15 °C en agua
destilada. Los frutos (4 réplicas por tratamiento, 15 repeticiones por réplica) fueron
montados individualmente sobre una fibra optica OceanOptics UV-Vis (Duiven, Paises
Bajos) de 200 um de didmetro, la cual se conectd a un espectrometro de alta resolucion
calibrado (HR4000, Ocean Optics, 220-1100 nm, Duiven, Paises Bajos). Las
mediciones se realizaron bajo luz solar directa a horas del mediodia. Los pericarpios se
mantuvieron humedos durante las mediciones. Las mediciones obtenidas fueron
utilizadas para calcular contenidos relativos de Pfr y Pr de las semillas, mediante los
parametros obtenidos por Kelly y Lagarias (1985).
5.2.6.Estructura del fruto

Se realizaron cortes histologicos y mediciones del grosor de pericarpios utilizando
cuatro réplicas de 30 frutos obtenidos de plantas crecidas bajo un canopeo (CCAD) y
plantas aisladas (SC), embebidos en FAA a cosecha. Como se describi6 en el Capitulo
3, tres porciones de la parte central de los frutos se incluyeron en parafina y se cortaron
en serie a 10-12 pm con un microtomo rotatorio. Las secciones se tifieron con safranina

de color verde y se montaron en balsamo de Canada para fotografiar la estructura del
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aquenio (microscopio optico Zeiss Axioplan, Oberkochen, Alemania) y analizarlo con
el software Zeiss AxioCamERc 5s (Jena, Alemania).
5.2.7.Determinacion de Polifenoles totales

La determinacion de polifenoles totales en frutos de P. aviculare se realizd por el
método de Folin-Ciocalteu, segun lo especificado en la Norma ISO 14502-1 (2005). Los
frutos de los tratamientos SC (Sin cultivo), CCBD (Con cultivo sembrado a baja
densidad) y CCAD (Con cultivo sembrado a alta densidad) fueron molidos a polvo fino
y se prepararon extractos metandlicos que fueron llevados a sequedad y luego
suspendidos en agua. Se utilizo acido galico como estandar de referencia.

5.3. Resultados

5.3.1.Condiciones ambientales durante el crecimiento de las plantas y produccion
de semillas

La presencia del canopeo de un cultivo de trigo determind cambios en el ambiente
(Cuadro 5.1) y mermas significativas en la produccion de frutos por planta (prueba de
Tukey con P<0,05; Fig. 5.2). La RFA y la temperatura diaria fueron, en promedio,
menores para las plantas crecidas desde floracion debajo de un canopeo en comparacion
con lo experimentado por aquellas que se mantuvieron aisladas. Una densidad de 12 pl
de trigo m™ fue suficiente para modificar estas variables (Cuadro 5.1). De hecho, esta
densidad determin6 condiciones luminicas y térmicas mas cercanas al ambiente
impuesto por el cultivo sembrado a ‘alta’ densidad (~250 pl de trigo m™) que al
ambiente sin cultivo. Ademas, el canopeo modifico la composicion espectral de la luz
(Fig. 5.3), fundamentalmente en la longitud de onda de luz R (600-700 nm) y RL (700-
800 nm); determinod una alta absorcion de las bandas de longitud de onda azul y R, una
baja absorcion del amarillo y el verde y una transmision casi total del RL; la R:RL

descendi6 en proporciones variables pero consistentes entre afios (Cuadro 5.1).
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Cuadro 5. 1. Valores promedio (=DE) de variables ambientales medidas durante la formacion de
los frutos de P. aviculare.

Temperatura . .
Tratamiento Referencia media diaria Fotop telOdO ROF A R:RL
°C) promedio (h) (%)

Sin canopeo (2016) SC 20,34+4,74 14.43 100% 1,17+0,02
Con canopeo (2016) CCAD 14,48+3,42 ’ 51,21£12,79  0,64+0,08
Sin canopeo (2017) SC 19,16+4,23 14.36 100% 1,16+0,02
Con canopeo (2017) CCAD 12,02+3,01 ’ 44,65+11,27 0,59+0,15
Sin canopeo (2018) SC 18,98+5,23 100% 1,13+0,03
Con canopeo (2018) CCAD 11,44+2,02 14,30 39,07£12,25 0,44+0,14

Con canopeo a baja
densidad (2018) CCBD 13,72+3,71 62,03£13,06 0,57+0,12
RFA Contr"; 156“} RFA 20,344,74 100%  1,17+0,02

canopeo ( ) 14,43

RFA reducida
(2016)’ |RFA 11,79+2,96 40,02+1,66  1,17+0,02

RFA control=
Sin canopeo (2016)2 RFA 24,04+4,76 1416 100% 1,16+0,04
RFA reducida (2016) |RFA 15,48+3,06 40,23+1,74  1,16£0,05
RFA control= RFA 18,98+5,23 100% 1,13+0,03

Sin canopeo (2018)
RFA reducida (2018) |RFA 14,13+4,18 1430 66,12+£3,32  1,16+0,08

Canopeo a baja
densidad y MS (2018) CBD+|RFA 10,64+1,23 38,36+£6,96 0,65+0,16
Plantas sin filtros ni Sin filtro 20,69+3,64 100% 1,14+0,09

MS (2017)

R:RL Control=
RFA control (2017) R:RL 22,2745,12 14,36 30,06£2,12  1,14+0,09

R:RL reducido con .

filtros (2017) IR:RL 22,88+5,48 31,0942,32  0,39+0,12

R:RL Control=
RFA control (2018) R:RL 14,13+4,18 66,12+£3,32  1,16+0,08

14,30
R:RL reducido con .

filtros (2018) IR:RL 15,23+4,29 64,34+2,67  0,84+0,72

“MS” significa mediasombra. RFA y |RFA 2016 (1) refieren a la siembra del 22 de julio,
mientras RFA y |[RFA 2016 (2), a la del 30 de noviembre. Los valores representan la media
diaria para toda la etapa considerada + desvio estandar.
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Cuando la RFA y la R:RL se manipularon individualmente, sus reducciones fueron
mayores en 2016 que en 2018 (Cuadro 5.1); en este ultimo aflo solo las caras laterales
de las estructuras fueron cubiertas con filtros y/o media sombra. En general, el uso de
filtros aumento levemente la temperatura y la aplicacion de redes generd reducciones en
dicha variable. La incorporacion de un sombreo adicional a grupos de plantas expuestas
a CCBD permiti6é exponer a dichas plantas a un nivel de RFA similar a aquel generado
por el cultivo de trigo sembrado a alta densidad (CCAD). En relacion a los ensayos de
calidad de luz, algunos aspectos requieren ser aclarados. Los filtros utilizados para
|R:RL determinaron simultdneamente una reducciéon de la RFA (Cuadro 5.1). Por ello,
en los tratamientos control se utilizaron mediasombras de manera tal de igualar los
niveles de radiacidn entre tratamientos. El tratamiento control R:RL refiere, entonces, al
efecto de una reduccion de la RFA respecto de plantas aisladas, mientras que |R:RL

refiere al efecto combinado de una menor R:RL y RFA.
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Figura 5. 2. Arriba: Produccion de frutos por planta de P. aviculare para cada estacion de
crecimiento. Abajo: Peso medio del fruto de P. aviculare para cada estacion de crecimiento. Las
plantas fueron crecidas aisladas (SC-Sin cultivo) o debajo del canopeo de un cultivo sembrado a
alta (CCAD-Con cultivo a alta densidad) o baja densidad (CCBD-Con cultivo a baja densidad)
en (a) 2016, (b) 2017 y (c) 2018. Las columnas representan la media y las barras verticales, el
error estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas entre medias (p<0,05) segun
la prueba de comparacion de Tukey realizada con el software InfoStat (version InfoStat 2017.
InfoStatGroup, FCA, Universidad Nacional de Cordoba, Argentina).

0.0000-



129

Irradiancia (umol m-2s")
N

400 500 600 700 800
Longitud de onda (nm)

Figura 5. 3. Composicion espectral de la luz medida fuera (SC) y debajo del canopeo de cultivos
de trigo sembrados a baja (CCBD) y alta (CCAD) densidad.

5.3.2.Efectos sobre el nivel de dormicion y la respuesta de los frutos a la luz

Los frutos que maduraron bajo el canopeo de un cultivo germinaron mas que los
obtenidos de plantas que se mantuvieron aisladas (Fig. 5.4a), incluso cuando el cultivo
fue sembrado a una baja densidad de 12 pl m™. Las variaciones en la germinacion se
observaron a cosecha (como se ve a 10/24 °C; Fig. 5.4a) y durante la estratificacion. De
hecho, una importante proporcion de frutos que maduraron bajo el canopeo germinaron
in situ durante el proceso de estratificacion (como indican las columnas en la figura
5.4b). Por otro lado, cuando los frutos fueron incubados por tiempos prolongados bajo
distintas temperaturas constantes (de 0-15 °C, ya que a 20 °C la germinacion fue nula;
Fig. 5.5), se observaron diferencias en el tiempo requerido para que distintas fracciones
germinaran. Por ejemplo, a 2 °C, el tratamiento CCAD alcanz6 el 50% de la
germinacion ~16 d antes que los del tratamiento SC (Fig. 5.5b). Efectos similares fueron
detectados cuando se evalud la germinacion de frutos cosechados de plantas de P.

aviculare emergidas espontaneamente en los ensayos (Fig. S5.1).
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Figura 5. 4. Germinacion final (%) de frutos de P. aviculare incubados a 10/24 °C o0 a 15 °C
durante 15 d luego de 0, 10, 25, 50 y 75 d de estratificacion a 4,7 °C. Los frutos se obtuvieron
de plantas expuestas a un canopeo de un cultivo sembrado a 250 pl m? (CCAD-Con cultivo a
alta densidad), 12 pl m™ sin (CCBD-Con cultivo a baja densidad) y con sombreo adicional
(CCBD+|RFA-Con cultivo a baja densidad y mediasombra) o plantas que se mantuvieron
aisladas (SC-Sin cultivo) en (a) 2016, (b) 2017 y (c) 2018. En (b), las columnas verdes (CCAD)
y negras (SC) muestran la germinacion registrada en las bolsitas que contenian las semillas al
momento de la exhumacion (i.e. semillas germinadas durante el periodo de entierro). Los
simbolos representan la media (n= 4) y las barras verticales, el error estandar.
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Figura 5. 5. Germinacion acumulada (%) de frutos de P. aviculare incubados a (a) 0,5, (b) 2, (c)
5, (d) 10, (e) 15 y (f) 20 °C hasta que la germinaciéon mostré un claro plateau. Los frutos se
obtuvieron de plantas expuestas a canopeo (CCAD-Con cultivo a alta densidad y en (a) CCBD-
Con cultivo a baja densidad) o plantas aisladas (SC-Sin cultivo), 2017. En (b), las fechas indican
el tiempo al 50% de germinacion para CCAD (verde) y SC (negro). Las figuras insertas (i) y (ii)
representan la germinacion de embriones a 0 'y 25 °C. Los simbolos representan la media (n= 4)
y las barras verticales, el error estandar.
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Independientemente del tratamiento (SC o CCAD), la germinacion fue similar en
oscuridad o luego de un pulso de RL (i.e. no se observé una respuesta VLFR) y fue

mayor luego de un pulso de R (Fig. 5.6a). Frutos de plantas aisladas germinaron
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significativamente s6lo luego de un pulso de R a 10/24 °C (en respuesta al RL y en
oscuridad germinaron menos del 20%). La exposicion al canopeo aumentd la
germinacion y redujo las diferencias observadas entre tratamientos luminicos y
oscuridad constante, dentro y entre regimenes de incubacion (i.e. 15 vs 10/24 °C). Esto
pudo verificarse hasta los 50 d de estratificacion debido a la germinacion de los frutos
del tratamiento CCAD durante el entierro (Fig. 5.6a), lo cual, no obstante, evidencid
mas claramente la mayor capacidad de germinar en oscuridad de aquellos frutos que

maduraron bajo la presencia de un canopeo.
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Figura 5. 6. Germinacion final (%) de frutos de P. aviculare estratificados 0, 10, 25,50y 75d a
4,7 °C e incubados a (a) 10/24 o (b) 15 °C durante 15 d luego de 20 min de un pulso de R, RL u
oscuridad constante. En (a), los frutos provinieron de plantas crecidas bajo de un canopeo
(CCAD-Con cultivo a alta densidad) o plantas que se mantuvieron aisladas (SC-Sin cultivo),
2017. Las columnas en (a) y (c) muestran la germinacion registrada en las bolsitas que
contenian las semillas al momento de la exhumacion (i.e. semillas germinadas durante el
periodo de entierro). Los simbolos representan la media (n= 4) y las barras verticales, el error
estandar.

La manipulacion artificial del ambiente luminico determin6 diferentes efectos sobre
la dormicién (Fig. 5.4c y 5.7). El sombreo impuesto a plantas expuestas al CCBD (Fig.
5.4c) y a plantas aisladas del cultivo (Fig. 5.7a) aumento la germinacion en relacion a la
lograda por frutos de los mismos tratamientos sin sombreo (prueba de Tukey con
P<0,05). Mas atn, semillas del tratamiento de sombreo impuesto a las plantas expuestas
al CCBD mostraron valores de germinacion superiores a los observados para el
tratamiento de canopeo de alta densidad (CCAD). El tratamiento control R:RL implico

una reduccion de la RFA respecto de plantas aisladas, mientras que |R:RL, una menor
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R:RL y RFA (Cuadro 5.1). Por ello, ambos tratamientos germinaron mas que los frutos
obtenidos de plantas aisladas (Fig. 5.7b). El efecto de |R:RL se asoci6, entonces, a una
mayor dormiciéon en frutos formados bajo una menor R:RL y RFA en relacion a lo

observado en frutos que exploraron s6lo una menor RFA.
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Figura 5. 7. Germinacion final (%) de frutos de P. aviculare incubados a 10/24 o 15 °C durante
15 d luego de 0, 10, 25, 50 y 75 d a 4,7 °C. En (a), los frutos se obtuvieron de plantas crecidas
bajo dos niveles de RFA (|RFA y RFA; 2016). En (b), de plantas crecidas bajo distintas R:RL
(JR:RL y R:RL; 2017) y plantas “Sin filtros”. Los afios y las temperaturas de incubacion se
indican sobre cada panel. Los simbolos representan la media (n= 4) y las barras verticales, el
error estandar.

A su vez, variaciones artificiales de la RFA y la R:RL determinaron cambios en las
respuestas de los frutos a la luz (Fig. 5.8). En general, la germinacion en oscuridad fue
similar (i.e. no se observo una respuesta VLFR) o superior a la observada luego de un
pulso de RL (ver en la figura 5.8, la germinacion de frutos provenientes del tratamiento
|RFA incubados a 15 °C y estratificados 75 d y la de frutos provenientes del
tratamiento |R:RL incubados a 10/24 °C luego de 25 d de estratificacion; prueba de
Tukey con P<0,05), y menor que la lograda luego de un pulso de R a 10/24 y 15 °C.
Una menor RFA aument6 la germinaron (Fig. 5.8a) en todas las condiciones evaluadas

(R, RL, oscuridad). El tratamiento control R:RL (que redujo la RFA mas que el
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tratamiento |RFA; Cuadro 5.1) aument6 la germinacion en oscuridad y luego de un
pulso de RL en relacion a lo detectado en frutos de plantas aisladas (Fig. 5.8b), incluso
mas que el tratamiento |RFA y de manera comparable a lo generado por la presencia de
un cultivo (prueba de Tukey con P<0,05). El tratamiento |R:RL aumenté los
requerimientos de luz para germinar en relacion al control R:RL (Fig. 5.8b). Esto se
evaluo hasta los 25 d debido a la germinacion in situ ocurrida durante el proceso de

estratificacion, la cual fue mayor para el control R:RL que para el tratamiento |R:RL.
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Figura 5. 8. Germinacion final (%) de frutos de P. aviculare a 10/24 o 15 °C luego de 0, 10, 25,
50y 75 d a 4,7 °C luego de 20 min de un pulso de R, RL u oscuridad constante. En (a), los
frutos se obtuvieron de plantas crecidas bajo dos niveles de RFA (JRFA y RFA), 2016. En (b),
de plantas crecidas bajo distintas R:RL (|R:RL y R:RL) y plantas “Sin filtros”, 2017. Los
simbolos representan la media (n=4) y las barras verticales, el error estandar.

5.3.3.Evaluacion de los componentes de cubiertas y embrionarios que determinan
la dormicion del fruto

Se realizaron experimentos complementarios para evaluar si las variaciones en el
nivel de dormicién se asocian a cambios en distintas cualidades de las cubiertas y/o el

embrion.
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5.3.3.1. Estructura de los frutos

El peso de frutos obtenidos de plantas crecidas bajo un canopeo fue similar o
significativamente menor al de los frutos de plantas que crecieron aisladas de la cubierta
vegetal (prueba de Tukey con P<0,05; Fig. 5.2). A su vez, los frutos obtenidos de
plantas expuestas al canopeo de un cultivo (tratamiento CCAD) presentaron pericarpios
con una coloracion mas clara o traslucida (de hecho, los embriones se podian ver a
través de las cubiertas, como se evidencia en las fotografias de la figura 5.9) y una
conformacion menos rigida (lo cual les confiridé una menor resistencia a la presion
ejercida por una aguja o bisturi) que aquellos frutos provenientes de plantas que se

mantuvieron aisladas (tratamiento SC).

aSC_r_

Figura 5. 9. Imagenes de frutos y embriones de P. aviculare. El material se obtuvo de plantas
crecidas aisladas (SC-Sin cultivo) o debajo del canopeo de un cultivo (CCAD-Con cultivo a alta
densidad). El material fue embebido durante 18 h previo a la toma de las fotografias. Las
fotografias se obtuvieron utilizando un estereoscopio conectado a una cdmara LEICA EZ4 W®.

Para evaluar efectos del canopeo sobre el espesor del pericarpio mediante

microscopia oOptica, se utilizaron frutos de SC y CCAD. Los pericarpios de frutos
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expuestos a un cultivo presentaron un espesor significativamente menor que aquellos de
frutos obtenidos de plantas que se mantuvieron aisladas en espacios sin vegetacion
(prueba de Tukey con P<0,05; Fig. 5.10). Por otro lado, los embriones mostraron
diferencias en su coloracion en funcion al ambiente explorado durante el desarrollo y la
maduracion de los frutos en la planta madre (Fig. 5.9). En general, estos presentaron una
coloracion verde cuando se obtuvieron de plantas crecidas bajo el canopeo de un cultivo
(CCAD) y blancos o amarillentos cuando se cosecharon de plantas que se mantuvieron

fuera del canopeo (SC).
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Figura 5. 10. Imagenes del pericarpio de frutos (aquenios) de P. aviculare obtenidos de (a)
plantas que se cultivaron aisladas (SC-Sin cultivo) o (b) debajo del canopeo de un canopeo
(CCAD-Con cultivo a alta densidad). Barra de escala de 20 um. Las secciones se fotografiaron
con un microscopio optico Zeiss Axioplan (Oberkochen, Alemania) y se analizaron con el
software Zeiss AxioCamERc 5s (Jena, Alemania). En (c): Espesor de pericarpios para cada uno
de los tratamientos (SC-Sin cultivo y CCAD-Con cultivo a alta densidad). Las columnas
representan la media (n= 4) y las barras verticales, el error estdndar. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre medias (p<0,05) segun la prueba de comparacion de Tukey
realizada con el software InfoStat (version InfoStat 2017. InfoStatGroup, FCA, Universidad
Nacional de Cordoba, Argentina).

5.3.3.2. Contenido de Polifenoles totales

El contenido de Polifenoles totales fue significativamente menor en frutos obtenidos
de plantas expuestas al canopeo de un cultivo que para aquellos frutos provenientes de
plantas que se mantuvieron aisladas del cultivo (prueba de Tukey con P<0,05; Cuadro
5.2). A su vez, a mayor densidad de siembra del cultivo, menor el contenido de
polifenoles de los frutos (CCAD-Con cultivo a alta densidad vs CCBD-Con cultivo a

baja densidad).
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Cuadro 5. 2. Valores medios obtenidos de polifenoles totales (equivalentes de acido galico)
expresados en g/100 g de frutos (% P/P). Los frutos fueron obtenidos de plantas de P. aviculare
que se mantuvieron aisladas (SC-Sin cultivo) o plantas que fueron crecidas bajo un canopeo de
un cultivo sembrado a baja (CCBD-Con cultivo a baja densidad) o alta (CCAD-Con cultivo a
alta densidad) densidad.

Tratamiento 2/100 g de semillas (% P/P)
SC 1,29+0,06 a
CCBD 0,95+0,09 b
CCAD 0,73+0,01 ¢

Los valores representan la media (n=4, 2 mediciones por réplica) + error estandar. Letras
diferentes indican diferencias significativas entre medias (p<0,05) segin la prueba de
comparacion de Tukey realizada con el software InfoStat (version InfoStat 2017. InfoStatGroup,
FCA, Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina).

5.3.3.3. Variaciones en la permeabilidad de las cubiertas

El ambiente impuesto por un canopeo denso (CCAD, 250 pl de trigo m™) determiné
aumentos en la velocidad de imbibicion de agua y en el porcentaje de agua embebida
por el fruto en relacion a su peso en comparacion con lo observado en frutos de plantas

expuestas a canopeo menos denso (CCBD, 12 pl m™) o plantas aisladas (Fig. 5.11).
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Figura 5. 11. (a) Curvas de imbibicion (en % de peso fresco) de frutos de P. aviculare incubados
a 15 °C durante 100 h, cuando comenzo la germinacion. (b) Germinacion acumulada (%) de
frutos de P. aviculare a 15 °C hasta completar 15 d de incubacioén. Los frutos se obtuvieron de
plantas expuestas a un canopeo de un cultivo sembrado a 250 pl m™? (CCAD-Con cultivo a alta
densidad), 12 pl m” (CCBD-Con cultivo a baja densidad) o plantas que se mantuvieron aisladas
(SC-Sin cultivo). Los simbolos representan la media (n= 4) y las barras verticales, el error
estandar.

5.3.3.4. Efectos sobre la transmitancia de las cubiertas y la relacion Pfr:Ptotal
establecida en los frutos al momento de su dispersion

Se observaron importantes variaciones en la transmitancia de los pericarpios
extraidos de frutos recién cosechados de los tratamientos CCAD, CCBD y SC,

fundamentalmente en longitudes de onda menores a los 700 nm (Fig. 5.12). Desde los
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~470 a los ~700 nm, la transmitancia de los pericarpios se vio incrementada debido a la
presencia de un canopeo durante la formacion de los frutos (i.e. CCAD>CCBD>SC). En
cuanto al contenido de fitocromos, los valores relativos estimados fueron similares para
los tratamientos SC y CCBD (Cuadro 5.3), mientras que para el tratamiento CCAD, el

contenido de Pfr fue significativamente mayor (Cuadro 5.3) (prueba de Tukey con

P<0,05).
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Figura 5. 12. Transmitancia (lineas gruesas) £EE (lineas finas) de pericarpios de frutos de P.
aviculare para diferentes longitudes de onda. Los frutos obtenidos de plantas expuestas a un
cultivo de trigo sembrado a razon de 250 pl m™ (CCAD-Con cultivo a alta densidad), 12 pl m™
(CCBD-Con cultivo a baja densidad) o 0 pl m™ (SC-Sin cultivo).

Cuadro 5. 3. Valores relativos de Pfr estimados para frutos de P. aviculare obtenidos de plantas
crecidas aisladas (SC-Sin cultivo) o bajo un canopeo de un cultivo sembrado a baja (CCBD-Con
cultivo a baja densidad) y alta (CCAD-Con cultivo a alta densidad) densidad.

Tratamiento Pfr/Ptotal (%)
SC 48,91+10,3a
CCBD 49,74+£10,2a
CCAD 58,91+6,5b

Los valores representan la media (n=4, 15 estimaciones por réplica) + desvio estandar. Letras
diferentes indican diferencias significativas entre medias (p<0,05) segin la prueba de
comparacion de Tukey realizada con el software InfoStat (version InfoStat 2017. InfoStatGroup,
FCA, Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina).

5.3.3.5. Efecto de la presencia del conopeo de un cultivo sobre los diferentes tejidos
que imponen dormicion en el fruto

Semillas y embriones aislados alcanzaron el 100% de germinacion desde cosecha
independientemente de la temperatura de incubacion (i.e. a 0,5, 5, 15, 25 °C o 10/24 °C;

Fig. 5.5, 5.13, S5.2 y S5.3) y del tratamiento materno (CCAD, CCBD, SC, |RFA, RFA,
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IR:RL y R:RL). A su vez, aumentos en la germinacion del ~20% fueron detectados
cuando se realizaron operaciones que consistieron en el raspado del pericarpio a la
altura de la radicula de los frutos provenientes de los tratamientos SC, CCBD y CCAD
(Fig. S5.2). Cuando se realiz6 la eliminacion del pericarpio a la altura de la radicula, la
germinacion ascendi6 al 100% tanto en frutos del tratamiento SC, como en aquellos del
tratamiento CCAD (Fig. 5.13g). En cambio, la perforacion del pericarpio a la altura de

los cotiledones no afectd de manera significativa la germinacion (Fig. S5.2).
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Figura 5. 13. Germinacién acumulada (%) de (a) frutos, (b) semillas, y (c, d) embriones y (e)
semillas con pericarpios intercambiados (transferencia CCAD«SC) de P. aviculare incubados
a 10/24 °C durante 15 d en agua destilada (0 BAR) o en solucion con PEG 6000 (-5 BAR). En
(), las semillas de P. aviculare fueron envueltas con sus propios pericarpios luego de haber sido
extraidos. En (g), la mitad basal del pericarpio respecto de la radicula de los frutos de P.
aviculare fue eliminada. Las pruebas se realizaron a cosecha utilizando frutos de plantas
aisladas (SC-Sin cultivo) o crecidas bajo un canopeo de un cultivo sembrado a alta (CCAD-Con
cultivo a alta densidad) o baja (CCBD-Con cultivo a baja densidad) densidad. Los simbolos
representan la media (n= 4) y las barras verticales, el error estandar.
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En funcion del tratamiento materno, ciertas condiciones permitieron detectar
variaciones en la capacidad de germinar de los embriones (Fig. 5.13). Por un lado, al
transferir los pericarpios de frutos obtenidos de plantas aisladas a semillas de frutos de
plantas expuestas a un canopeo (SC—CCAD), se observd una leve disminucion de la
germinacion a 10/24 °C (Fig. 5.13e) en relacion a semillas de CCAD intactas (Fig.
5.13a) y CCAD—CCAD sin trasferencia (Fig. 5.13f). Si este tratamiento se compara
con frutos SC—SC (Fig. 5.13f) es posible observar un incremento significativo de la
germinacion. A su vez, la transferencia de las cubiertas de SC a semillas de CCAD
también determiné una disminucion de la germinacion, aunque en menor proporcion,
que frutos de tratamiento control (donde los pericarpios fueron extraidos y colocados
nuevamente en semillas del mismo tratamiento) (Fig. 5.13f) y frutos completos sin
intervencion (Fig. 5.13a). La transferencia contraria (CCAD—SC) no pudo realizarse
adecuadamente debido a que en muchos casos los pericarpios extraidos no envolvieron
correctamente a las semillas (Fig. 5.13e). En este caso, las semillas del tratamiento
CCAD—SC germinaron 100% cuando fueron envueltas por los pericarpios de frutos
obtenidos de plantas aisladas.

Por otro lado, una disminucion del potencial osmotico (de 0 a -5 BAR) redujo
marcadamente la germinacion de frutos intactos de SC (Sin cultivo), CCBD (Con
cultivo a alta densidad) y CCAD (Con cultivo a baja densidad) a 10/24 °C (Fig. 5.13a).
En cambio, al incubar embriones, el efecto del potencial osmoético sobre la capacidad
germinativa de los embriones varid entre tratamientos de manera evidente (Fig. 5.13d).
Mientras la reduccion del potencial osmotico disminuyo la germinacion del tratamiento
SC practicamente en su totalidad (de 100% en agua destilada a un ~12% en solucion
PEQG), no se observo un efecto significativo sobre la germinacion de los embriones del

tratamiento CCAD.
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5.3.4.Efectos sobre la emergencia a campo

A cosecha, frutos de CCAD y SC fueron enterrados en el suelo (30 de diciembre de
2018; ver temperatura del suelo en la figura S5.4). Periddicamente, se realizaron
exhumaciones y los frutos se expusieron a: (1) luz solar directa (R:RL= 1,13+0,05), (2)
luz filtrada por un canopeo de cebada (R:RL= 0,32+0,19) o (3) oscuridad (Fig. 5.14a).
En términos generales, el patron temporal de emergencia y la proporcion de plantulas

emergidas mostrd variaciones entre tratamientos de ambiente materno.
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Figura 5. 14. Emergencia final (%) de plantulas de P. aviculare para distintas fechas de
extraccion (indicada en cada figura). Luego de la exhumacion, los frutos se expusieron a (1) la
luz solar, (2) un canopeo que redujo la R:RL de 1,13+0,05 a 0,32+0,19 o (3) oscuridad durante
la remocion, y se volvieron a enterrar. En (a), los frutos se obtuvieron de plantas crecidas
durante sus etapas reproductivas debajo del canopeo de un cultivo (CCAD-Con cultivo a alta
densidad) o plantas aisladas (SC-Sin cultivo), 2017. En (b), los frutos provinieron de plantas
crecidas durante sus etapas reproductivas bajo condiciones contrastantes de RFA (|RFA y
RFA), 2016. En (c), de plantas crecidas durante sus etapas reproductivas bajo diferentes R:RL
({R:RL y R:RL) y sin filtros, 2017. (1), (2) y (3) fueron solo analizados en el panel (a), donde se
indican en el eje-x; en el resto de los paneles (b-c), solo se expuso a los frutos a la luz solar
directa durante la exhumacion (tratamiento 1). Las columnas representan la media (n=4) y las
barras verticales, el error estandar. La viabilidad de los frutos durante el entierro se verifico
mediante pruebas de germinacion a 10/24 °C (Fig. S5.5). Letras diferentes indican diferencias
significativas entre medias (p<0,05) seglin la prueba de comparacion de Tukey realizada con el
software InfoStat (version InfoStat 2017. InfoStatGroup, FCA, Universidad Nacional de
Cordoba, Argentina).
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En la extraccion de junio (Fig. 5.14a), el tratamiento SC mostro porcentajes similares
de emergencia (~20%) luego de ser expuesto a luz solar directa o la luz filtrada por un
canopeo, mientras que en oscuridad la germinacion fue practicamente nula (Fig. 5.14a).
Para el tratamiento CCAD, los valores de emergencia también fueron similares tras la
exposicion a luz solar o a un canopeo (~38%) y menores en oscuridad (~16%); sin
embargo, en los ultimos dos tratamiento se observo una mayor emergencia que en SC.
En la extraccion de agosto, nuevamente la emergencia alcanzo niveles similares tras la
exposicion a luz solar o a la luz filtrada por un canopeo, la cual, aunque no difirio
significativamente, tendid a ser mayor para el tratamiento CCAD que para SC. Estos
niveles fueron mayores a los registrados tras la exhumacion en oscuridad, condicion que
determind aumentos en la emergencia respecto a la prueba de junio.

En la ultima extraccion realizada en octubre (Fig. 5.14a), se observaron reducciones
en la emergencia para ambos tratamientos de ambiente materno (CCAD y SC). La
emergencia fue mayor para el tratamiento CCAD que para SC cuando los frutos fueron
expuestos a un canopeo durante su exhumacion. A diferencia de las remociones de
junio-agosto, la exposicion de los frutos a un canopeo de cebada no promovio la
germinacion del tratamiento SC y determind una emergencia similar a la lograda en
oscuridad (<2,5%). Para el tratamiento CCAD, la exposicion a un canopeo de cebada
también determiné el efecto observado luego de las remociones de junio-agosto, ya que
promovio la germinacion respecto a la condicion de oscuridad, aunque esta promocion
tendio a ser levemente menor a la generada por la luz solar directa.

Frutos de los tratamientos de ambiente materno CCAD y SC fueron sometidos a una
cuarta condicion de oscuridad sin remocion hasta octubre (i.e. frutos no exhumados).
Dada la baja emergencia observada (<2%) durante el ensayo a campo, los cilindros

asignados a este tratamiento fueron extraidos en oscuridad. En un cuarto oscuro, los
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cilindros fueron dispuestos en bandejas que contenian agua sobre sus bases. La mitad de
ellos permanecieron intactos y en la otra mitad se removid el suelo a la altura de la
malla donde se ubicaban las semillas. Luego, los cilindros fueron envueltos con nylon
negro e incubados a 10/24 °C durante 60 d. La emergencia fue de 21,36+3,92% y
59,36+5,73% para los cilindros que se incubaron sin y con remocion, respectivamente.

Frutos madurados bajo diferentes niveles de RFA fueron enterrados el 2 de enero de
2017 (Fig. 5.14b). Mientras la emergencia para el control fue nula en junio/julio, el
tratamiento |RFA emergio un 30-35% en estas exhumaciones. En agosto/septiembre, se
observaron incrementos en la emergencia en ambos tratamientos; aunque no se
detectaron diferencias significativas, esta tendio a ser mayor para el tratamiento |RFA.
En los meses noviembre-enero, la emergencia disminuyé marcadamente y dejaron de
observarse diferencias entre tratamientos. Por su parte, los frutos expuestos a
variaciones en la R:RL durante su maduracion en la planta madre fueron enterrados el 4
de enero (Fig. 5.14c) y extraidos el 20 de agosto de 2018. La proporcion de plantulas
emergidas fue mayor tanto para el control R:RL como para |R:RL respecto al control
sin filtros, debido a que los tratamientos R:RL control y |R:RL determinaron
reducciones significativas de la RFA (como se puede ver en el Cuadro 5.1). Sin
embargo, la emergencia entre estos dos tratamientos difirio significativamente: esta fue
menor para el tratamiento |R:RL que para el control R:RL.

5.4. Discusion

Bajo condiciones naturales y de cultivo, es comin que las plantas silvestres y las
malezas transiten sus etapas reproductivas bajo la presencia de canopeos de variada
densidad, los cuales imponen complejas variaciones en el micro-ambiente circundante
(Holmes y Smith 1977; Schmitt y Wulff 1993; Casal 2013). A pesar de la relevancia

ecoldgica y agrondmica que podria tener este tipo de interferencia, se desconoce como
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el micro-ambiente impuesto por un canopeo puede afectar los patrones de emergencia
de la generacion siguiente. En el trabajo expuesto en este capitulo se logré establecer en
qué sentido la presencia del canopeo de un cultivo de trigo durante la formacion de los
frutos de P. aviculare en la planta madre afecta el nivel de dormicion y los
requerimientos de luz para germinar de los frutos producidos (Fig. 5.4, 5.5 y 5.6).
También se analiz6 cémo estos efectos se traducen en importantes cambios en la
emergencia bajo condiciones de campo (Fig. 5.14a). Por otro lado, este trabajo muestra
la importancia relativa de los factores del ambiente luminico mas alterados por la
presencia de un canopeo, la RFA y la R:RL (Fig. 5.7, 5.8 y 5.14b,c) y avanza sobre la
participacion de las cubiertas y de los cambios en el potencial de crecimiento del
embrion en las respuestas observadas.

La presencia de un canopeo genera reducciones marcadas en la RFA, la R:RL,
disminuciones de la temperatura media y la alteracion de otras variables, como la
humedad relativa del aire o las condiciones de humedad y de disponibilidad de
nutrientes en el suelo. A pesar de modificar multiples factores, el efecto de la presencia
de un canopeo durante las etapas reproductivas de las plantas sobre el comportamiento
germinativo de la siguiente generacion ha sido generalmente asociado a los cambios que
determina en la R:RL del ambiente luminico. La idea principal ha consistido en plantear
que la presencia de un canopeo, al reducir la R:RL, induce aumentos de los
requerimientos de luz de las semillas para germinar (i.e. aumentos en el nivel de
dormicidn). En contraposicion a esto, en el presente trabajo, el ambiente impuesto por el
canopeo de un cultivo de trigo (Cuadro 5.1) determind una disminucién marcada del
nivel de dormicion de los frutos de P. aviculare (Fig. 5.4, 5.5 y S5.1) y de sus
requerimientos de luz para germinar (Fig. 5.6). Por ejemplo, frutos provenientes de

plantas aisladas s6lo germinaron luego de un pulso de R en evidente sinergia con la
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alternancia térmica (i.e. a 10/24 °C). En cambio, la germinacion de frutos formados bajo
un canopeo alcanzo valores cercanos al 50-75% en oscuridad y luego de un pulso de
RL, tanto a 10/24 °C como a 15 °C (Fig. 5.6). Mas aun, la capacidad de los frutos que se
formaron bajo un canopeo para germinar en oscuridad determiné que una elevada
proporcion germinara in situ durante el proceso de estratificacion, es decir enterrados en
oscuridad y a baja temperatura (ver columnas en la figura 5.6). Méas alla de que hay
trabajos que muestran respuestas variables a la presencia de un canopeo durante la
formacion de las semillas (e.g.: Marin et al. 2019), en su conjunto, los resultados
presentados en este capitulo contrastan con lo comunmente sefialado en la bibliografia.
En el presente trabajo se logro discriminar el efecto individual que la R:RL y la RFA,
los dos componentes del ambiente luminico que resultan mas alterados por la presencia
de un canopeo, sobre el nivel de dormicion de los frutos de P. aviculare (Fig. 5.1). Los
resultados mostraron una influencia antagonica de estos factores (Fig. 5.7 y 5.8). Una
menor R:RL aumentd la dormicion y los requerimientos de luz para germinar de los
frutos de P. aviculare (Fig. 5.7b y 5.8b), tal como ha sido reportado para muchas
especies (Hayes y Klein 1974; Cresswell y Grime 1981; Orozco-Segovia et al. 1993;
Benvenuti y Macchia 1997; Hinsberg 1998; Contreras et al. 2009); mientras que una
menor RFA gener6 efectos opuestos (Fig. 5.7a y 5.8a), como también se ha verificado
en numerosas especies silvestres y cultivadas (Kigel et al. 1977; Sanchez et al. 1981;
Jha et al. 2010). A su vez, una reduccion en la R:RL determin6 una menor proporcion
de plantulas emergidas en el campo (Fig. 5.14c), mientras que una menor RFA generd
aumentos en dicha proporcion en las cohortes mas tempranas (Fig. 5.14b). Este trabajo
no evaluo el efecto de otras variables ambientales fuertemente alteradas por la presencia
de un canopeo, como la temperatura. Sin embargo, el efecto de la temperatura materna

sobre la dormicion en semillas de P. aviculare fue estudiado y cuantificado en el
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Capitulo 4 de la presente tesis. Dicho efecto se caracterizé por una relacion negativa
entre la temperatura, el nivel de dormicion y los requerimientos de luz de las semillas
para germinar (como ha sido reportado para muchas otras especies). Dado que la
presencia del canopeo redujo la temperatura a la cual maduraron las semillas (Cuadro
5.1), pero determind aumentos en la germinacion, la temperatura pareceria no estar
involucrada en esta regulacion, aunque sus posibles interacciones con otros factores
deberian ser analizadas en futuras investigaciones. Es posible afirmar, por lo tanto, que
la variable alterada por la presencia de un canopeo que mayor impacto relativo
determina sobre el comportamiento germinativo de los frutos de P. aviculare es la RFA
y no la R:RL (Fig. 5.7 y 5.8) - ni la temperatura-. Estos resultados coinciden en lineas
generales con aquellos recientemente obtenidos por Leverett et al. (2016) y Vayda et al.
(2018), quienes encontraron que la simulacion de canopeos mediante el uso de filtros
determina aumentos de la germinacion en semillas de A. thaliana, lo cual sugiere que el
rol del canopeo detectado en el presente trabajo podria ser comun a otras especies.

El efecto del canopeo sobre el nivel de dormicion de los frutos determind
importantes aumentos de la emergencia a campo (Fig. 5.14a). Esto se observo
principalmente en las extracciones mas tempranas. En contextos donde la competencia
por radiacién y otros recursos es elevada, una emergencia mas temprana podria
determinar ventajas en relacion al balance competitivo con otros componentes del
sistema (Schmitt 1997; Verdd y Traveset 2005; Vayda et al. 2018). Las respuestas
observadas podrian representar para cierta fraccion de la descendencia la posibilidad de
desarticular su emergencia respecto al establecimiento de sus vecinos, lo que podria
mejorar sus posibilidades de establecimiento, crecimiento y produccion de semillas
(como se evidencia en la figura 5.2). Efectos similares han sido previamente sugeridos

para A. thaliana en funcion de observaciones realizadas bajo condiciones controladas
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(Leverett et al. 2016; Vayda et al. 2018). Sin embargo pocos trabajos han podido
demostrar que la presencia de un canopeo durante a formacion de semillas y frutos en la
planta madre determina cambios en la dinamica de emergencia de la descendencia.

La maduracion de los frutos de P. aviculare bajo el ambiente impuesto por un
canopeo generd cambios en el potencial de crecimiento del embrion y determind
variaciones a nivel de las cubiertas (especificamente, el pericarpio). Por un lado, las
condiciones impuestas por la presencia de un canopeo durante la maduracion de los
frutos determinaron aumentos en el potencial de crecimiento de los embriones extraidos
de frutos recién cosechados (Fig. 5.13). Esto se evidencid particularmente cuando la
incubacion en PEG determiné la inhibicion de la germinacion de aquellos embriones
obtenidos de plantas aisladas, pero no afectd la germinacion de aquellos embriones
obtenidos de plantas expuestas a un canopeo (Fig. 5.13). Por otro lado, se observaron
diferencias en el grado de restriccion mecéanica ofrecida por los pericarpios al
crecimiento del embrion (Fig. 5.13, S5.2 y S5.3): la eliminacion del pericarpio permitid
que la germinacion de semillas y embriones ascendiera al 100% bajo una variedad de
temperaturas y condiciones de incubacion.

Ademas de los efectos descriptos en el parrafo anterior, la presencia de un canopeo
determind reducciones significativas del espesor (Fig. 5.10) y la dureza de los
pericarpios (como sugiere la figura 5.13). Efectos similares han sido documentado en
distintas especies (revisado en: Penfield 2017) y coincide, en lineas generales, con lo
observado en el Capitulo 3 en semillas de Amaranthus hybridus. A su vez, frutos
madurados bajo un canopeo mostraron una mayor imbibicion que aquellos frutos
obtenidos de plantas aisladas (Fig. 5.11). El grado de permeabilidad al agua y de
resistencia mecanica a la expansion de la radicula son propiedades que se correlacionan

positivamente con el contenido de fenoles en diversas especies (Debeaujon et al. 2000).
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En este sentido, los frutos de P. aviculare de plantas expuestas a un canopeo tuvieron un
menor contenido de fenoles (Cuadro 5.2), algo frecuentemente detectado en organos
vegetales expuestos a reducciones de la RFA y de los rayos UV -como ocurre debajo de
un canopeo- (Feng et al. 2013; Song et al. 2015; Vidovic et al. 2015). En relacion al
ambiente materno, distintos factores (usualmente asociados a bajas tasas de crecimiento
y llenado de las semillas en las plantas) han mostrado afectar el contenido de fenoles de
las cubiertas de las semillas. Por ejemplo, una menor temperatura materna en A.
thaliana (Macgregor et al. 2015) y el déficit hidrico en Glycine max (Caldwell et al.
2005) y G. soja (Zhou et al. 2010) determinan la produccion de semillas con un mayor
contenido de fenoles. El contenido de fenoles y la dureza de las cubiertas cumplen una
funcién de defensa contra adversidades, retrasa el deterioro y la descomposicion de las
semillas. Estos resultados sugieren que el microambiente impuesto por la presencia de
un canopeo durante la maduracion de las semillas podria no sélo afectar la dinamica de
la dormicion de la descendencia, sino también influenciar la tasa de mortalidad de las
semillas en el suelo, y la longevidad de los bancos de semillas.

Los cambios estructurales y de composicion de los pericarpios de los frutos de P.
aviculare madurados bajo un canopeo modificaron la transmitancia de los mismos (Fig.
5.12). Las variaciones en la transmitancia de las cubiertas pudieron determinar los frutos
madurados bajo un canopeo presentaran una mayor relacion Pfr/Ptotal que aquellos que
se obtuvieron de plantas que se mantuvieron aisladas (Fig. 5.12; ver cambios en la
pigmentacion de cubiertas y embriones en las fotografias de la figura 5.9), aun cuando
experimentaron un ambiente luminico con una menor R:RL (Cuadro 5.1). Esto ultimo
permitiria explicar en gran medida las diferencias observadas en la germinacion de
frutos recién cosechados incubados en oscuridad (Fig. 5.6) y las variaciones en el

potencial de crecimiento de los embriones (Fig. 5.13) (Carpita et al. 1979; Arana et al.
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2006). Bajo una misma condicion luminica (luz solar directa), los fotoequilibrios
resultantes fueron mayores para los frutos madurados bajo un canopeo denso que para
aquellos obtenidos de plantas aisladas o expuestas al canopeo de un cultivo sembrado a
una baja densidad (Cuadro 5.3), lo cual explica en gran medida las diferencias
observadas en la respuesta LFR durante la estratificacion (Fig. 5.6).

Aunque en futuros andlisis deberian incorporarse posibles interacciones entre la
RFA y la R:RL (y otros factores del ambiente modificados por la presencia de
canopeos), la informacion provista por el presente trabajo permite identificar, no sélo
hasta qué punto las plantas de P. aviculare son capaces de modificar el comportamiento
de su descendencia, sino también cual es el factor del ambiente luminico responsable de
estos efectos. Si bien se corroboraron los efectos previamente sefialados de las
variaciones en la R:RL sobre los requerimientos de luz de las semillas y frutos para
germinar, la reduccion que determinan los canopeos en la cantidad de RFA explicaria
los principales resultados observados. En este sentido, si bien los resultados obtenidos
en este trabajo circunscriben al comportamiento de P. aviculare (no sélo en el biotipo
principalmente utilizado, sino en distintos biotipos; Fig. S5.1), resulta insoslayable que
una simplificacion excesiva del contexto impuesto por la presencia de canopeos puede
conducir a la obtencion de resultados errdneos e interpretacion equivocas. El hecho de
que el efecto de la temperatura materna sobre la dormicion haya sido establecido en el
Capitulo 4 de la presente tesis, y que presente un efecto sobre la dormicion en sentido
contrario al observado en los ensayos de presencia de canopeo, contribuye a fortalecer
el rol relativo de la RFA sugerido en el presente trabajo. Por otro lado, este trabajo
muestra en gran medida como la presencia de un canopeo determina una serie de
variaciones en los componentes de cubiertas y embrionario que imponen dormicion en

frutos de P. aviculare, lo cual incide sobre el nivel de dormicion de los frutos y su
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subsecuente emergencia (Fig. 5.14). Existen claras evidencias de que el nivel de
dormicion reside en el equilibrio entre la restriccion ofrecida por las cubiertas de las
semillas y la fuerza expansiva del eje embrionario. Sin embargo, el conocimiento
existente acerca de como la presencia de un canopeo puede modificar este balance es
escaso. En funcion de los resultados obtenidos resulta evidente la relevancia de analizar
como la presencia de un canopeo podria afectar los componentes de cubierta y
embrionarios que imponen dormicion.

Es evidente que la capacidad de las plantas de responder a las interferencias
impuestas por la presencia de canopeos determina, en gran medida, su grado de éxito -o
fracaso- en un contexto ecologico dado. En este trabajo, plantas de P. aviculare
expuestas a canopeos de trigo a partir de floracion experimentaron fuertes reducciones
en su produccion de semillas (Fig. 5.2), lo cual indica la importancia que representa
para esta especie la posibilidad de desacoplar su emergencia respecto a la de sus
competidores. Por otro lado, cabe sefialar que esta especie es capaz de extender sus
entrenudos (en este trabajo, los entrenudos de plantas aisladas midieron 1,09+1,36 cm,
mientras que los de aquellas expuestas al cultivo midieron 2,86+1,58 cm) y posicionar
parte de sus hojas y tallos por encima del canopeo, evadiendo parcialmente el sombreo
que este genera. Esto probablemente determine una variabilidad en el ambiente
explorado -segliin el grado de exposicion- mayor a la abarcada en este trabajo por
razones metodologicas (ya que no se permitioé este escape parcial; Fig. 5.1). Por lo tanto,
bajo condiciones naturales una misma planta produciria semillas con diferentes grados
de dormicion en funcidén de su posicion dentro del canopeo, lo cual supone una gran
variabilidad fenotipica de la descendencia. Cabe preguntarse si esta variabilidad
contribuye a la capacidad de adaptacion y persistencia de las plantas de esta especie, asi

como a ampliar el rango de ambientes que pueden potencialmente habitar. Asi,
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considerando los distintos estudios realizados es esta tesis, se podria aseverar que la
regulacion que ejerce el ambiente materno, no so6lo contribuiria a sincronizar la
emergencia de los principales flujos o cohortes con aquella ventana temporal que
permite a las plantas maximizar su éxito reproductivo (Ver Capitulos 2, 3 y 4), sino
también a intentar posicionar la emergencia de cierta fraccion de la poblacion de
semillas en una ventana temporal que le permita a las plantas de P. aviculare disminuir
su competencia con vecinos (lo cual, en definitiva, también permitiria a las plantas
potenciar su capacidad reproductiva). Indudablemente, profundizar el conocimiento
sobre este fendmeno permitia aumentar nuestra capacidad de predecir el

comportamiento de las comunidades vegetales en contextos ecoldgicos variables.



CAPITULO 6
Discusion general

Resumen

En este capitulo: (i) se retoma el marco conceptual de la problematica abordada con
el fin de ampliarlo en funcién de los resultados obtenidos en esta tesis y se contrastan
las hipotesis y predicciones planteadas en el capitulo 1, (ii) se realiza un analisis acerca
del rol ecolodgico del ambiente materno en relacion a sus efectos sobre la emergencia y
la capacidad reproductiva de las plantas, (iii) se interpretan los resultados obtenidos en
relacion al comportamiento de las malezas en el contexto de los sistemas productivos,
(iv) se plantean consideraciones generales acerca del posible efecto del ambiente
materno en un contexto de cambio climatico y, por ultimo, (v) se detallan las
implicancias para investigaciones futuras.
6.1. Marco conceptual de la problematica abordada

En el campo, la emergencia de las especies anuales presenta una dinamica estacional
relativamente definida. Asi, es posible distinguir aquellas especies que se caracterizan
por emerger durante la primavera y el verano, denominadas primavero-estivales, de
aquellas que lo hacen durante el otoflio y el invierno, denominadas otofio-invernales
(Baskin y Baskin 1988). A su vez, dentro de las primavero-estivales, hay ciertas
especies que emergen mas temprano en la primavera (como Polygonum aviculare), o
mas tarde, incluso entrado el verano (como Amaranthus hybridus). Dentro de la estacion
correspondiente, el momento y la proporcion de la emergencia (i.e. los patrones
temporales) varian cada afo, pudiendo incluso ocurrir que cierta especie no emerja en
un afio especifico o lo haga en una proporciéon muy pequefia. Estas variaciones estan
determinadas, en gran medida, por el nivel de dormicién que presentan los bancos de

semillas del suelo, un caracter complejo cuya expresion es gobernada por numerosos
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genes y modulada por distintos factores ambientales (Koornneef et al. 2002; Finch-
Savage y Footitt 2012). A pesar de que su abordaje no resulta una tarea sencilla, se han
logrado avances acerca de como analizar y modelar los cambios en el nivel de
dormicion de las semillas en funcion de los factores ambientales que los regulan. En
este sentido, Benech-Armold et al. (2000) y Batlla y Benech-Arnold (2010) proponen
distinguir a los factores ambientales en funcion de su efecto entre aquellos que modulan
los cambios estacionales en el nivel de dormicion (e.g. la temperatura del suelo), y
aquellos que terminan la dormicion e inician la germinacion (e.g. la luz y la alternancia
térmica). A su vez, Batlla y Benech-Arnold (2010) y Batlla y Benech-Arnold (2015)
plantean un marco conceptual que permite interpretar el efecto de la temperatura del
suelo sobre el nivel de dormicion de las semillas. Estos autores proponen caracterizar
este efecto a través de la cuantificacion de la evolucion de los limites del rango térmico
permisivo para la germinacion y los cambios en la sensibilidad a otros factores (como la
luz y la alternancia térmica) considerando la variabilidad poblacional existente para
estas respuestas. La presente tesis ha basado su enfoque metodologico en estos trabajos,
cuyos aportes fueron sintetizados y esquematizados en las figuras 1.1 y 1.2 presentadas
en el Capitulo 1.

Se ha propuesto extensamente que la dindmica estacional y los patrones temporales
de emergencia podrian ser afectados, a su vez, por las condiciones ambientales que
experimentan las semillas pre-dispersion. Esto radica en que numerosos trabajos
muestran que el nivel de dormicion de las semillas es fuertemente afectado por el
ambiente que estas experimentaron durante su desarrollo y maduracion en la planta
madre, fendomeno que esta tesis definid en sentido amplio como efecto del ambiente
materno (Roach y Wulff 1987; Fenner 1991). El efecto del ambiente materno se ha

detectado principalmente bajo condiciones controladas; aun asi, se ha sugerido
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extensamente que el efecto del ambiente materno tendria el potencial de impactar sobre
la estacionalidad y los patrones temporales de emergencia de las plantas en el campo. A
pesar de la importancia ecologica de estas aseveraciones, y aunque diversos factores han
mostrado modificar fuertemente el nivel de dormiciéon de las semillas durante su
desarrollo y maduracion (e.g. -la fecha de siembra- Ceccato et al. 2015; -el fotoperiodo-
Pourrat y Jacques 1975; Kigel et al. 1977; Munir et al. 2001; Imaizumi et al. 2017; -la
temperatura- Steadman et al. 2004; Kendall et al. 2011; Kendall y Penfield 2012;
Penfield y Springthorpe 2012; Chen et al. 2014; Macgregor et al. 2015; -la RFA- Kigel
et al. 1977; Sanchez et al. 1981; Jha et al. 2010; -la R:RL- Hayes y Klein 1974;
Cresswell y Grime 1981; Orozco-Segovia et al. 1993; Benvenuti y Macchia 1997;
Hinsberg 1998; Contreras et al. 2009), al inicio de este proyecto de tesis se desconocia
como este efecto podria alterar la evolucion del rango térmico permisivo para la
germinacion durante la salida de la dormicion primaria y la induccion en dormicion
secundaria; las respuestas de las semillas a la luz y la alternancia térmica; y la dinamica
de emergencia bajo condiciones de campo. La ausencia de evidencias concretas en
relacion a estos efectos dio origen a este trabajo, cuyos principales aportes han generado
las bases para ampliar el marco conceptual descripto en el parrafo anterior. Mas aun, la
combinacion de experimentos de laboratorio y de campo, y el analisis de los datos
obtenidos con modelos poblacionales de umbral, permitio utilizar la informacion
generada para develar el significado ecologico de esta regulacion y predecir el
comportamiento de las poblaciones de semillas ante cambios en el ambiente materno.
6.2. Revision de las hipotesis y planteo de un modelo conceptual que contempla el
efecto del ambiente materno sobre la dormicion

La figura 6.1 muestra la ampliacion del marco conceptual resumido en la figura 1.1

del Capitulo 1, lograda a partir de los resultados obtenidos en relacion al efecto del
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ambiente materno sobre el rango térmico permisivo para la germinacion, las respuestas
a la luz y la alternancia térmica en semillas de P. aviculare obtenidas de plantas
sembradas en distintas fechas (Capitulo 2). En concordancia con las Hipdtesis 1 y 2,
cambios en la fecha de siembra determinaron variaciones en las tasas de salida (Fig. 2.3
y 2.4) e induccion en dormicion (Fig. 2.7 y 2.9): semillas maduradas y dispersadas mas
tarde -debido a una siembra de la planta madre mas tardia- salieron mas rapido de la
dormicién primaria y tuvieron una mayor tasa de induccion en dormiciéon secundaria
que aquellas maduradas y dispersadas antes. Esto no sé6lo se observo en el principal
biotipo utilizado, sino que se verifico en semillas de distintos biotipos (Fig. S2.3). A
diferencia de lo planteado en la Hipdtesis 4, estas variaciones determinaron cambios en
ambos limites del rango térmico permisivo para la germinacion (Tiso) y Tseso)). Esto se
relacion6é con el hecho de que semillas de un ambiente de maduracion mas tardio
mostraron aumentos significativos de su germinacion, a bajas y altas temperaturas de
incubacion (i.e. 20-25 °C) en relacion a la alcanzada por semillas de una siembra mas
temprana (Fig. 2.8 y 2.9). Estos modelos permitieron evidenciar que los cambios en los
limites térmicos (i.e. el rango térmico permisivo para la germinacion) fueron mayores
cuando las semillas provinieron de siembras mas tardias. El resultado de estas
variaciones en la tasa de salida de la dormicion primaria de las semillas, al contrario de
lo propuesto en la Hipdtesis 5, fue una clara sincronizacion de los patrones temporales
de emergencia a campo (Fig. 2.10 y 2.11). A la vez, las diferencias en las tasas de
induccion en dormicién secundaria en semillas provenientes de distintas fechas de
siembra determinaron que el final de la ventana de emergencia también convergiera
independientemente del momento de dispersion de las semillas y del nivel de dormicion

primaria que estas presentaran (Fig. 2.10y 2.11).
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Figura 6. 1. Diagrama de los cambios en el nivel de dormicion de semillas de P. aviculare a lo
largo del tiempo considerando el efecto de la fecha de siembra de la planta madre sobre las tasas
de salida e induccion en dormiciéon y las respuestas a la luz y a la alternancia térmica.
Variaciones en la fecha de siembra determinaron cambios en el ambiente de maduracion y el
momento de dispersion de las semillas: en azul (semillas maduradas y dispersadas mas
tempranamente) y rojo (semillas maduradas y dispersadas mas tardiamente). Semillas
maduradas y dispersadas mas temprano presentaron una menor tasa de salida e induccion en
dormicioén que las dispersadas mas tarde. A su vez, semillas dispersadas antes presentaron
mayores requerimientos de luz y alternancia termina que aquellas dispersadas mas tarde. Se
desconoce si las condiciones experimentadas por las semillas determinan cambios en la
respuesta de estas al contenido de agua del suelo. En verde: cambios en el nivel de dormicion de
semillas maduradas y dispersadas en un mismo momento, pero que fueron expuestas a
variaciones en el ambiente debido a la presencia de un canopeo durante su desarrollo y
maduracion en la planta madre. Estas semillas mostraron una mayor tasa de ampliacion del
rango térmico permisivo para la germinacion durante la salida de la dormicion, asi como
menores requerimientos de alternancia térmica y luz para germinar. Las llaves representan las
tasas afectadas por el efecto materno; a mayor tamafio, mayor tasa. Adaptado de Benech-Arnold
et al. (2000) y del marco conceptual propuesto por Batlla y Benech-Arnold (2010; 2015).

Ademas de las cambios en las tasas de salida e induccion en dormicion, las semillas
de P. aviculare mostraron una disminucién de los requerimientos de luz (Fig. 2.6 y
S2.4) y temperaturas alternadas (Fig. 2.3, 2.4 y S2.7) para germinar cuando provinieron

de un ambiente de maduracion mas tardio (Fig. 6.1). Esto se evidencid
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cuantitativamente cuando al incorporar las respuestas a la alternancia térmica a los
modelos de prediccion desarrollados (Fig. S2.7), las simulaciones obtenidas mejoraron
marcadamente su ajuste en relacion a la emergencia observada (Fig. 2.11). Las
respuestas a la luz y a la alternancia térmica son frecuentes en la naturaleza y han sido
extensamente asociadas con la posibilidad de las semillas de detectar, por ejemplo,
claros en la vegetacion o la profundidad de entierro (Vincent y Roberts 1977; Benech-
Arnold et al. 2000; Finch-savage y Footitt 2017). Sin embargo, el efecto del ambiente
materno sobre estas respuestas y sus implicancias ecologicas es desconocido.

A modo de validacion, el esquema resumido en la figura 6.1 es aplicable, en gran
medida, a 4. hybridus ya que, nuevamente, semillas de un ambiente de maduracion mas
tardio presentaron un menor nivel de dormicion (Fig. 3.3, 3.4 y S3.3) -cuantificado
también a través la variacion de ambos limites térmicos y sus desvios (Fig. 3.10 y
S3.12)-, y menores requerimientos de luz para germinar (Fig. 3.5). El efecto de la fecha
de siembra sobre las respuestas de las semillas de 4. Aybridus a la alternancia térmica
resultd, en cambio, menos evidente (Fig. S3.4). En relacion a la Hipotesis 5, al igual que
en P. aviculare (Fig. 2.10), las variaciones en el nivel de dormicién detectadas bajo
condiciones controladas, lejos de causar cambios en la emergencia, determinaron que
semillas maduradas y dispersadas en diferentes momentos mostraran una sincronizacion
en sus patrones temporales de emergencia (Fig. 3.8 y S3.12). Ademas, al analizar el
efecto de los factores que mas varian ante cambios en la fecha de siembra (i.e. el
fotoperiodo y la temperatura), también se detectaron ciertas similitudes entre especies.
Como plantea la Hipotesis 1, un mayor fotoperiodo (P. aviculare y A. hybridus) y una
menor temperatura (P. aviculare) determinaron un menor nivel de dormicion (Fig. 2.4,
2.5,43,4.4,4.5 y 4.6). Dado que estos resultados van en la misma direcciéon que los

efectos sefialados ante cambios en la fecha de siembra, es posible sugerir que las
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diferencias representadas en la figura 6.1 entre semillas dispersadas en diferentes
momentos se expliquen en gran medida por las condiciones fotoperiodicas y térmicas
que estas exploraron durante su desarrollo y maduracion en la planta madre.

Por otro lado, en el esquema de la figura 6.1 se incluyen, a su vez, los principales
efectos que la presencia del canopeo de un cultivo de trigo determina sobre el nivel de
dormicion primaria de las semillas de P. aviculare (descriptos en el Capitulo 5). A
diferencia de lo planteado en la Hipdtesis 1, la presencia de un canopeo causé fuertes
disminuciones del nivel de dormicion primaria de las semillas cosechadas (Fig. 5.4 y
5.5; esquematizado en la figura 6.1). Entre los efectos detectados por la presencia de un
canopeo durante el desarrollo y la maduracion de las semillas en la planta madre, se
observaron disminuciones en los requerimientos de luz de las semillas para germinar
(Fig. 5.6 y 5.14) y una mayor tasa de ampliacion del rango térmico permisivo para la
germinacion durante la salida de la dormicion (Fig. 5.5). Estos efectos, en coincidencia
con lo planteado en la Hipotesis 5, determinaron importantes variaciones en la dinamica
de emergencia a campo, ya que la proporcion de plantulas de P. aviculare emergidas fue
mayor cuando las semillas provinieron de plantas expuestas a un canopeo durante la
etapa de formacion de las semillas (Fig. 5.12a). Por su parte, al analizar los efectos de la
RFA, la R:RL (Capitulo 5) y la temperatura (Capitulo 4), factores que varian
marcadamente debido a la presencia de un canopeo, se obtuvieron resultados esperables
segun las predicciones correspondientes (Hipotesis 1 y 5), tanto en el laboratorio (Fig.
4.3, 4.8, 4.7 y 5.6) como a campo (Fig. 4.9 y 5.12): una mayor RFA determiné la
obtencion de semillas que presentaron un menor nivel de dormicion primaria, y lo
contrario ocurrid ante disminuciones de la R:RL y de la temperatura (esto tltimo segin

los resultados del Capitulo 4).
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En funcién de lo descripto, es posible analizar el alcance de los efectos detectados
considerando aquellos factores que determinan una sincronizacion de la emergencia
(Capitulos 2, 3 y 4) y de aquellos que parecerian otorgar variabilidad a dicho proceso
(Capitulo 5). Dada la existencia de ciertas similitudes, la influencia del ambiente
materno sobre los componentes de las semillas (4. Aybridus) y los frutos (P. aviculare)
que imponen la dormicidn se discutiran conjuntamente en un tercer apartado.
6.2.1.El efecto de la fecha de siembra sobre la dormicion y sus consecuencias sobre
la emergencia a campo

En P. aviculare y A. hybridus, los patrones temporales de emergencia a campo
mostraron una clara sincronizaciéon a pesar de que las semillas maduraron y se
dispersaron en diferentes momentos debido a variaciones en la fecha de siembra de la
planta madre (Fig. 2.10 y 3.8). Como se esquematiza en la figura 6.2, fue posible
esclarecer cuantitativamente que esa sincronizacion fue el resultado directo del efecto
del ambiente materno sobre la dindmica de la dormicion de las semillas (Capitulos 2 y
3). En este sentido, los resultados obtenidos para ambas especies mostraron que el
control materno es capaz de generar una gran plasticidad en el comportamiento
germinativo de la descendencia, medida como cambios en las tasas de salida e
induccion en dormicion en respuesta a la temperatura del suelo post-dispersion y en las
respuestas a la luz y la alternancia térmica (Fig. 6.1). Esta plasticidad puede ser
considerada como un mecanismo que permite a las plantas ajustar su fenologia a la
ventana estacional correspondiente mas alla de la heterogeneidad ambiental que

experimenten las semillas durante su desarrollo y maduracion en la planta madre.
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Figura 6. 2. Cambios estacionales en el rango térmico permisivo para la germinacion y su
relacion con la temperatura del suelo, considerando el efecto del ambiente materno en semillas
de (a) P. aviculare y (b) A. hybridus. El momento de maduracion y dispersion de las semillas se
especifica en cada figura. La Tgsg) se representa con lineas continuas y la Tysg), a rayas. La
evolucion de los limites muestra algunas diferencias relacionadas con caracteristicas propias de
cada especie y con la metodologia empelada para su determinacion. En P. aviculare, las
variaciones en el nivel de dormicién se cuantificaron como cambios en la tasa a la cual se
amplié (Fig. 2.8) y estrechd (Fig. 2.9) el rango térmico, mientras que no se detectaron
diferencias en el nivel de dormicion a la dispersion. En A. hybridus (b), estas variaciones fueron
principalmente explicadas por los distintos niveles de dormicion cuantificados a la dispersion
(Fig. 3.9). Las flechas grises sefialan el hecho de que se desconoce si estas semillas presentan
dormicién secundaria, pero en funcion de la dinamica de emergencia observada en este y otros
trabajos (Kruk 1992; Faccini y Vitta 2005), el esquema lo sugiere como una posibilidad. La
linea punteada negra representa la temperatura del suelo. El area sombreada en verde en (a) y
(b) muestra el periodo en el que se produce la emergencia para el 50% de la poblacion debido al
ingreso de la temperatura del suelo al rango térmico permisivo para la germinacion de dicha
fraccion de la poblacion (ingreso que ocurre mas temprano en P. aviculare que en A. hybridus).
Modificado de Probert (1992), adaptado de Benech-Arnold et al. (2000).

El efecto del ambiente materno sobre la emergencia a campo (i.e. su sincronizacion)
se relaciond con la posibilidad de las plantas de ubicar sus etapas reproductivas en aquel
periodo que les permite maximizar su produccion de semillas (Ver cuadro de la figura
2.10), como sugirieron anteriormente a Burghardt et al. (2016) y Edwards et al. (2016).
Al realizar simulaciones considerando la ausencia de variaciones en el nivel de
dormicion de las semillas resultd evidente como el efecto materno redujo la ocurrencia
de flujos o cohortes tempranos para los cuales resultaria elevado el riesgo de dafios por

heladas durante las etapas reproductivas de las plantas; y minimiz6 la ocurrencia de
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cohortes tardias que coincidirian con aquellos periodos en que las condiciones
ambientales disminuyen marcadamente la produccion de semillas por planta (Fig. 2.12 'y
3.10). Esto tiene un evidente significado ecoldgico dado que, en climas con estaciones
marcadas, las condiciones adecuadas para la reproduccion de las plantas suelen tener
lugar en una estacion determinada y acotada. Esto implica que el efecto del ambiente
materno cumple un rol fundamental en relacion al éxito reproductivo de las plantas, algo
ampliamente sostenido por diversos autores pero que contaba con escasas evidencias
cientificas que lo respaldara (Donohue 2009).

El esquema de la figura 6.2 muestra ciertas diferencias observadas en el
comportamiento germinativo de las especies estudiadas. Por ejemplo, en semillas de P.
aviculare (Fig. 6.2a), las variaciones en el rango térmico permisivo para la germinacion
se cuantificaron como variaciones en la tasa a la cual este se amplio (Fig. 2.8) y estrech6
(Fig. 2.9), mientras que no se detectaron diferencias en el nivel de dormicion a la
dispersion (cuando la germinacion de semillas intactas fue muy reducida). En cambio,
en A. hybridus (Fig. 6.2b), las variaciones en la amplitud del rango térmico permisivo
para la germinacion fueron principalmente explicadas por los distintos niveles de
dormicion al momento de la dispersion (Fig. 3.9). Mas alla de estas diferencias, los
esquemas buscan mostrar efecto comun del ambiente materno en relacion a la ubicacion
de la ventana de emergencia en semillas de distintas especies primavero-estivales. Esto
apoya fuertemente la hipotesis que surgiod de los resultados presentados en el Capitulo 3
acerca de que el efecto materno tiene un rol ecoloégico comun en distintas especies, algo
hasta el momento desconocido. El efecto materno genera importantes cambios en el
nivel de dormicion de las semillas en pos de sincronizar la emergencia a una misma
ventana temporal que permita maximizar el output reproductivo de poblacion para

semillas maduradas y dispersadas en diferentes momentos.
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Por otro lado, este trabajo evidencio que el fotoperiodo y la temperatura materna son
factores que participan en las regulaciones descriptas ante cambios en la fecha de
siembra (Capitulos 2, 3 y 4). Numerosos trabajos afirman que la temperatura materna es
el principal factor modulador del nivel de dormicion de las semillas a la dispersion. En
gran medida, esto tiene que ver con observaciones realizadas en la especie Arabidopsis
thaliana, en cuyo caso las semillas sufren importantes cambios en su nivel de dormicioén
a partir de una temperatura umbral de maduracién (Springthorpe y Penfield 2015); el
fotoperiodo, en cambio, pareceria actuar en forma mas sutil (Munir et al. 2001). Sin
embargo, los resultados obtenidos en la presente tesis parecerian sugerir que el efecto
del fotoperiodo explicaria en mayor medida que la temperatura la variabilidad
observada en el comportamiento germinativo de las semillas de P. aviculare (Fig. 4.11)
y A. hybridus (Cuadro S3.2) debido a cambios en la fecha de siembra. Verificar esto
mediante la realizacion de futuros experimentos resultaria novedoso (porque no hay
trabajos que evaluen la importancia relativa de estos factores) y significativo desde un
punto de vista ecologico (ya que el fotoperiodo representa un indicador preciso del
momento del afio, menos variable que otros factores climaticos como la temperatura).
Los resultados obtenidos con P. aviculare sugieren, a su vez, la posibilidad de que haya
efectos combinados e interacciones entre ambos factores (Fig. 4.11). Avanzar en el
estudio de esta regulacion contribuiria a comprender el funcionamiento de las
comunidades vegetales en escenarios ecoldgicos y climaticos cambiantes.
6.2.2.El efecto de la presencia de un canopeo sobre la dormiciéon de semillas de P.
aviculare y sus consecuencias sobre la emergencia a campo

Una vez emergida, una misma cohorte de plantas suele estar expuesta a variaciones
en el micro-ambiente debido a la presencia de un canopeo (Holmes y Smith 1977;

Thompson et al. 1977; Schmitt y Wulff 1993; Casal 2013). A pesar de afectar
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numerosas variables, el efecto de la presencia de un canopeo ha sido extensamente
asociado a la disminucion que este determina en la R:RL del ambiente luminico, factor
que se relaciona positivamente con el nivel de dormicion en semillas de distintas
especies (Mccullough y Shropshire 1970; Hayes y Klein 1974; Cresswell y Grime 1981;
Benvenuti y Macchia 1997; Hinsberg 1998; Gutterman 2000; Brainard et al. 2005).
Contrario a esta hipoétesis, en la presente tesis la exposicion de las semillas de P.
aviculare durante su formacién en la planta madre al ambiente generado por la
presencia de un canopeo determiné una fuerte disminucion del nivel de dormicion (Fig.
5.4, 5.5 y 5.6). Analizando el efecto de la RFA, la R:RL (fig. 5.4, 5.7, 5.8 y 5.14) y la
temperatura (Fig. 4.3, 4.5 y 4.9) se advirtié que los cambios en el nivel de dormicién
encontrados como resultado de la presencia de un canopeo van en la misma direccion
que aquellos generados ante reducciones en la RFA, y no en la R:RL, como ha sido
extensamente sugerido. Estos resultados coinciden a grandes rasgos con aquellos
obtenidos recientemente por Leverett et al. (2016) y Vayda et al. (2018), en 4. thaliana,
especie para la cual se habian sugerido efectos contrarios previamente. Esto evidencia la
importancia de revisar esta influencia contemplando en mayor medida las complejas
alteraciones que determina en el ambiente la presencia de un canopeo.

La reduccion de la germinacion de semillas dispersadas en respuesta a factores
asociados a la presencia de canopeos (principalmente cambios en la R:RL), ha sido
documentada en semillas de numerosas especies (Cumming 1963; Fenner 1980a,b;
Deregibus et al. 1994; Batlla et al. 2000; Kruk et al. 2006; Leverett et al. 2016), y se
interpreta como un mecanismo que presentan las plantas para evitar la competencia
(Ballaré et al. 1992; Ballaré y Casal 2000; Casal 2013). Sin embargo, las variaciones en
el comportamiento germinativo de las semillas debido a la presencia de un canopeo

durante su formacion en la planta madre han sido menos documentadas y sus posibles
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implicancias sobre la emergencia son practicamente desconocidas. En la presente tesis
se observd una gran variabilidad fenotipica en el comportamiento germinativo de la
descendencia en funcion del grado de exposicion a un canopeo (ver, por ejemplo, los
cambios en la germinacion alcanzada por semillas obtenidas de plantas crecidas bajo O,
12 y 250 pl de trigo m™ en la figura 5.4). En este caso, dicha variabilidad determind
fuertes cambios en los patrones de emergencia a campo, principalmente en los flujos de
emergencia mas tempranas (Fig. 5.14a) -lo cual se magnificé cuando se utilizaron
semillas obtenidas de plantas expuestas a un tratamiento de sombreo (Fig. 5.14b)-. Estos
cambios en la proporcion de plantulas emergidas parecerian coincidir principalmente
con aquellas cohortes o flujos que permitirian a las plantas de P. aviculare anticiparse al
establecimiento de sus competidores, lo cual coincide con la hipotesis propuesta por
distintos autores en trabajos para la especie 4. thaliana (Leverett et al. 2016; Vayda et
al. 2018).

En definitiva, los resultados obtenidos parecen indicar cierta diferenciaciéon entre
factores del ambiente materno de acuerdo a sus efectos sobre la dormicion de las
semillas y, consecuentemente, la emergencia. Asi, mientras el efecto de ciertos factores
asociados con la fecha de siembra de la planta madre se asociaria con la posibilidad de
las plantas de sincronizar sus principales flujos de emergencia con aquella ventana
temporal que les permite maximizar su capacidad reproductiva (i.e. fotoperiodo,
temperatura), otros factores, como aquellos modificados por la presencia de un canopeo,
parecerian contribuir a la existencia de variabilidad en los patrones de emergencia,
incrementando el tamafio de las cohortes o flujos mas tempranos de manera tal de
optimizar la capacidad reproductiva de las plantas en contextos donde la competencia
por recursos es elevada. Si se considera que el impacto del ambiente materno sobre la

reproduccion de la descendencia puede incidir sobre el tamafio de los bancos de
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semillas y la dinamica de las poblaciones, es posible especular que también impacte
sobre la adaptacion y la persistencia de las plantas a un contexto ecologico determinado
(Kalisz y McPeek 1992; Donohue et al. 2010; Levine et al. 2011; Gremer y Venable
2014). Por lo tanto, avanzar sobre el funcionamiento y los alcances de este fenomeno
posiblemente permita profundizar nuestro entendimiento acerca de procesos
determinantes de la estructura, distribucion y adaptacion de las poblaciones vegetales
bajo condiciones naturales de campo.
6.2.3. Avances preliminares acerca de los cambios en los componentes
embrionarios y de cubiertas involucrados en el efecto del ambiente materno sobre
la dormicion en semillas de A. hybridus y P. aviculare

Los Capitulos 3 y 5 muestran que las condiciones ambientales experimentadas por
las semillas durante su desarrollo y maduracion en la planta madre modulan el nivel de
dormicion de las semillas a través de cambios a nivel morfologico y fisiologico (Fig.
6.3). En primer lugar, como se plante6 en la Hipdtesis 3, el efecto del ambiente materno
se encontrd en parte determinado por cambios en la dormicion impuesta por las
cubiertas. Esto se verifico en semillas de 4. hybridus obtenidas de plantas sembradas en
distintas fechas o expuestas a distintos fotoperiodos (Fig. 3.4, 3.6, 3.7, S3.6 y S3.8), y
en semillas de P. aviculare obtenidas de plantas expuestas o no a la presencia de un
canopeo (Fig. 5.13 y S5.1). En ambos casos, las cubiertas ofrecieron restricciones al
crecimiento del embridn en un nivel que dependi6é de las condiciones experimentadas
por las semillas en la planta madre; y esto estuvo acompafiado por variaciones en el
grosor de las cubiertas (Fig. 3.7, S3.11, 5.10 y 5.13) detectables incluso a simple vista
(Fig. 5.9). En lineas generales, efectos similares fueron encontrados en otras especies
debido a cambios en la fecha de siembra (e.g.: en Chenopodium quinoa; Ceccato et al.

2015), la temperatura (e.g.: Plantago lanceolata; Lacey et al. 1997), el fotoperiodo
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(e.g.: en C. album; Karssen 1970; y en C. polyspermum; Pourrat y Jacques 1975) y la
RFA (e.g.: Helianthus annuus; Lindstrom y Hernandez 2015), lo cual sugiere la
posibilidad de que las respuestas observadas sean mediadas por mecanismos comunes

en semillas de distintas especies.
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Flgura 6. 3. (a) Representacion esquematica de corte longitudinal de una semilla (fruto aquenio)
de P. aviculare y sus componentes afectados por la presencia de un canopeo durante su
formacion en la planta madre. (b) Representacion esquematica de corte transversal de una
semilla de A. hybridus y componentes afectados por el atraso de la fecha de siembra de la planta
madre, que determina la exposicion de las semillas a un fotoperiodo materno mas corto.
Adaptado de la Figura 1.3 (Capitulo 1).

Los resultados obtenidos en el Capitulo 5 muestran que el ambiente materno regula
otras propiedades de la cubierta de las semillas ademas de las descriptas en el parrafo
anterior. En este capitulo se determind que la presencia de un canopeo durante la
maduracioén de las semillas resulté en un aumento en el contenido de fenoles de las
cubiertas (Cuadro 5.2), lo cual se manifesto a través de variaciones en su pigmentacion
(Fig. 5.9). A su vez, como en muchas especies, una pigmentacion menos intensa de las
cubiertas se asocié con una mayor permeabilidad (Fig. 5.11) y un menor nivel de
dormicién. De manera andloga, Macgregor et al. (2015) encontraron que el ambiente
materno determina que semillas de A. thaliana con menor nivel de dormicidon presenten

un menor contenido de procianidinas y una mayor permeabilidad (al tetrazolio). Mas
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aun, estos autores detectaron que mutantes de Arabidopsis con cubiertas con alta
permeabilidad y/o bajas concentraciones de procianidina presentan bajos niveles de
dormicion primaria a cosecha. El efecto sobre la composicion y permeabilidad de las
cubiertas constituye un fenomeno poco comprendido, pero podria constituir una via
importante a través de la cual opera el ambiente materno sobre la dormicion de las
semillas.

Kendall et al. (2011) sefialaron la existencia de variaciones en la fisiologia de los
embriones de A. thaliana ante cambios en el ambiente en que maduran las semillas,
observandose cambios en la ABA:GA, la sintesis de ABA y la sefializacion de GAs. En
este sentido, los resultados obtenidos en los Capitulos 3 y 5 muestran que el efecto del
ambiente materno sobre el nivel de dormicidon no se asociaria sélo a cambios en la
resistencia ofrecida por las cubiertas, sino que ademas promoveria cambios
significativos en el potencial de crecimiento de los embriones (Fig. 6.3). Esto fue
evidente cuando al eliminarse la restriccion de las cubiertas se alcanzaron niveles
variables de germinacion a bajas temperaturas de incubacion en A. hybridus (Fig. 3.6), o
cuando se incubaron embriones de P. aviculare bajo potenciales osmoticos
contrastantes (Fig. 5.13). Los datos obtenidos en el Capitulo 5 permiten suponer que los
cambios estructurales (i.e. en el grosor y permeabilidad de cubiertas; Fig. 5.9, 5.10 y
5.11) y de composicion (i.e. en el contenido de fenoles; Cuadro 5.2) sufridos por las
cubiertas de P. aviculare ante la presencia de un canopeo determinaron variaciones en la
calidad de la luz que es transmitida a través de las cubiertas del fruto (Fig. 5.12). Estos
cambios determinarian un aumento de la R:RL percibida por el embrion, lo cual
redundaria en una mayor proporcion de fitocromos en su estado activo (Cuadro 5.3) que
habria determinado un mayor contenido de GAs a la dispersion (Fig. 6.3) y una mayor

capacidad de los frutos para germinar en oscuridad. Aunque se requieren experimentos
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adicionales para la comprobacion de la via propuesta, esta informacion constituye un
punto de partida para futuras investigaciones.

En suma, los efectos descriptos indican que el ambiente materno representa un
fenomeno que permite a las plantas sincronizar la emergencia de la generacion
siguiente, asi como modificar el comportamiento de la descendencia ante la presencia
de sus competidores. Analizar los mecanismos que subyacen a estos efectos y
determinar en qué medida son comunes a distintas especies contribuiria a la
comprension acerca de como opera el control materno sobre el comportamiento de la
descendencia.

6.3. Consideraciones acerca del efecto materno sobre el comportamiento
germinativo de las poblaciones de malezas en los sistemas de cultivo

Las respuestas observadas ante cambios en la fecha de siembra de las plantas de P.
aviculare y A. hybridus (Fig. 6.2) sugieren que las distintas practicas agricolas podrian
determinar variaciones en el nivel de dormicion de las semillas que ingresan en el banco
del suelo, al establecer qué cohortes sobreviven y logran producir semillas. Asi, aquella
combinacion de practicas y decisiones que propicien la supervivencia y reproduccion de
cohortes mas tempranas determinarian la generacion de semillas con mayor nivel de
dormicién que el que se estableceria si dichas practicas y decisiones contribuyeran a la
supervivencia y reproduccion de cohortes mas tardias (Fig. 6.1). Estos cambios en el
nivel de dormicion en funcion de las condiciones de produccion de las semillas se han
observado en numerosas especies que se comportan como malezas, por lo cual se ha
sugerido extensamente que contemplar este efecto permitiria aumentar la capacidad que
presentan los modelos existentes de predecir la emergencia de las malezas en el campo.
Esto es un objetivo relevante ya que numerosas practicas destinadas al control de las

malezas tienen como objetivo el estado inmediatamente posterior a su emergencia
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(Fenner 1987; Radosevich et al. 1997) y porque la disponibilidad de estos modelos
permitiria reducir la incertidumbre en relacion a la toma de decisiones destinadas al
manejo de las malezas y los cultivos (Murphy y Lemerle 2006; Batlla y Benech-Arnold
2007). Los modelos desarrollados en el marco de la presente tesis (Fig. 2.8, 2.9 y 3.9)
evidenciaron que las variaciones en el nivel de dormicion de las semillas ante cambios
en el momento en que maduran las semillas no determinan cambios significativos en los
patrones temporales de emergencia. Por el contrario, contribuyen a su sincronizacion.
Esto no quiere decir que es posible disefiar modelos que predigan ajustadamente la
emergencia de las malezas sin incluir una cuantificacion del efecto materno: no
contemplar este efecto resultaria en una fuente de error que determinaria la obtencion de
modelos que no estimen adecuadamente la emergencia a campo. En este sentido, los
resultados derivados de esta tesis aportan datos que pueden contribuir a la elaboracion y
validacion de modelos que predigan los patrones temporales de emergencia de P.
aviculare y A. hybridus, considerando el efecto del ambiente materno.

Por otro lado, el efecto de la presencia del canopeo de un cultivo sobre la
germinacion de las semillas ya dispersadas que forman el banco del suelo ha sido
analizado en diferentes especies, y se conoce, en gran medida, como las variaciones que
los cultivos determinan en el ambiente que exploran las semillas dispersadas pueden ser
manipuladas para controlar la emergencia de distintas malezas (Cumming 1963; Fenner
1980a,b; Deregibus et al. 1994; Batlla et al. 2000; Kruk et al. 2006). En cambio, los
resultados obtenidos en el Capitulo 5 utilizando semillas de P. aviculare expuestas al
canopeo de un cultivo de trigo durante su formacion en la planta madre representan un
conjunto de respuestas menos conocidas y cuyas consecuencias en relacion a la
dindmica poblacional de las malezas han sido poco abordadas. Estos resultados

muestran que el cultivo en si mismo determina importantes variaciones en el nivel de
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dormicion que presentan las semillas que ingresan al banco del suelo cada afio (Fig. 5.4,
5.5, 5.6 y 5.14), algo no contemplado en los modelos predictivos de emergencia
disponibles actualmente y escasamente abordado en programas que busquen estudiar el
efecto del manejo de los cultivos sobre la dindmica de los bancos de semillas. Estos
modelos podrian, por ejemplo, considerar las posibles consecuencias que tendrian sobre
la dormicion de las semillas la estructura y homogeneidad del cultivo, y en funcion de
ello predecir efectos sobre la emergencia de la generacion siguiente. A su vez, la
exposicion a un canopeo en la planta madre determin6 fuertes cambios en la anatomia y
composicion de las semillas, los cuales podrian alterar la viabilidad de las mismas en los
bancos del suelo (Fig. 5.9 y 5.10; Cuadro 5.2). Estas observaciones no sélo abren
nuevas interrogantes, sino que evidencian la complejidad que subyace a los posibles
efectos que puede desencadenar un determinado manejo sobre la dindmica y longevidad
de los bancos de semillas.

En definitiva, el hecho de que se hayan observado importantes cambios en el nivel de
dormicion de las semillas en funcion del ambiente materno evidencia la relevancia de
contemplar estos efectos en programas que busquen analizar las posibles reacciones de
las poblaciones de malezas a las practicas agronomicas y disefiar nuevas lineas de
accion (Murphy y Lemerle 2006). Profundizar nuestro conocimiento acerca de estas
respuestas permitiria eventualmente predecir el grado de éxito y persistencia de
numerosas especies malezas en los sistemas productivos. Esto posiblemente permitiria,
junto a otros factores, explicar y predecir la evolucion de estas especies en escenarios
futuros y sentar las bases para el desarrollo de tecnologias de manejo de malezas mas

eficaces y sustentables (Buhler et al. 1997; Neve et al. 2009; Westwood et al. 2018).
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6.4. Consideraciones sobre el efecto del ambiente materno en un contexto de
cambio climatico

Ademas de otras consecuencias como un aumento en las concentraciones
atmosféricas de CO, y una alteracion de los regimenes de lluvia, se proyecta que el
calentamiento global cause aumentos en las temperaturas medias y reduzca la amplitud
de las temperaturas diurnas, determinando aumentos en la temperatura minima mayores
que en la maxima (IPCC 2018). Distintos trabajos sefialan que estos cambios podrian
afectar la dinamica de las poblaciones vegetales, la composicion de especies y la
diversidad de las comunidades vegetales, lo cual tendria consecuencias para los
procesos ecologicos, la agricultura, la silvicultura, la salud humana y la economia
global. Sin embargo, se sabe poco sobre el efecto real que los cambios de temperatura
podrian tener sobre las diferentes etapas de desarrollo de las plantas y, en consecuencia,
la capacidad reproductiva de las mismas (Hedhly et al. 2009; Huang et al. 2018).

La temperatura que exploran las semillas durante su maduracion en la planta madre
afecta distintos componentes del fenotipo de las mismas, muchos de los cuales resultan
determinantes claves para el éxito reproductivo de las plantas. Por ejemplo, en P.
aviculare, la temperatura es un importante modulador del nivel de dormicion de las
semillas a la dispersion, y en interaccion con la temperatura del suelo modula la
dindmica de los cambios en el nivel de dormicion post-dispersion (Fig. 4.3 y 4.5). Los
resultados obtenidos en el Capitulo 4 sugieren que, como se ha encontrado en A.
thaliana (Kendall y Penfield 2012; Huang et al. 2014, 2018), aumentos de la
temperatura podrian afectan el comportamiento germinativo de las semillas (al
disminuir no so6lo el nivel de dormicion primaria de las semillas, sino también al
modificar la tasa de induccion en dormicion secundaria; Fig. 4.5). Aunque estos efectos

no pudieron ser verificados bajo condiciones de campo (Fig. 4.9), los cambios en el
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comportamiento germinativo podrian influenciar los patrones de emergencia de
plantulas en el campo (Fig. 4.10), los cuales definen el ambiente al que estaran
expuestos los nuevos individuos durante sus etapas reproductivas. En este sentido, hay
trabajos que indican que esto ya habria impactado sobre la fenologia de las plantas al
determinar que la ‘primavera biologica’ sea cada vez mas temprana y el ‘invierno
biolégico’, mas tardio (Penuelas et al. 2009; Springthorpe y Penfield 2015). Tales
variaciones podrian resultar en crecientes discrepancias entre los fenotipos actuales y
los optimos, al conducir a cierto desacoplamiento entre factores que modulan las tasas
de crecimiento y desarrollo de las plantas previamente vinculados, tales como el
fotoperiodo y la temperatura (Anderson 2016). Por ello, se ha conjeturado extensamente
que el cambio climatico podria deprimir la capacidad reproductiva de las plantas, afectar
la adaptacion local a corto plazo, y reducir el potencial adaptativo y migratorio de las
poblaciones (Kingsolver et al. 2013; Cochrane et al. 2015; Anderson 2016). Sin
embargo, a lo largo de esta tesis se recopilaron distintas evidencias que indican que el
efecto materno determina importantes variaciones en el fenotipo de la descendencia que
permite a la siguiente generacion producir significativamente mas semillas que las que
produciria si ese efecto no tuviera lugar (por ejemplo, ver figuras 2.10, 2.12 y 3.10). Por
lo tanto, cabe preguntarse si el efecto materno podria contribuir a que las plantas
respondan adaptativamente a los nuevos contextos climaticos al modificar Ia
distribucion fenotipica del comportamiento germinativo de la descendencia en pos de
‘reacomodar’ su fenologia a las nuevas condiciones. Asi, el control materno sobre la
dormicién podria constituir una via de generacion de respuestas plasticas que podrian
actuar como ‘buffer’ a los cambios en el ambiente producto del cambio climatico.

Por otro lado, a pesar de que el momento de emergencia es un determinante clave del

¢xito reproductivo de las plantas, y que se encuentra influenciando por procesos
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fuertemente modulados por la temperatura, este evento ha sido escasamente considerado
en estudios que buscan predecir las consecuencias de un potencial calentamiento global
sobre el comportamiento de las poblaciones vegetales (Huang et al. 2018). Los
principales esfuerzos se han destinado a analizar y modelar posibles efectos del aumento
de la temperatura sobre la reproduccion de las plantas (revisado por Hedhly et al. 2009).
Este enfoque reduccionista ha sido criticado por trabajos que muestran que la
germinacion y supervivencia de las plantulas son los procesos més susceptibles y que,
por lo tanto, no contemplarlos puede originar una subestimacion de las consecuencias
del cambios climatico sobre la capacidad reproductiva de las plantas (Cochrane et al.
2015). En esta misma linea de pensamiento, otros trabajos plantean que es crucial
analizar la forma en que el cambio climatico, al incidir sobre la temperatura del suelo,
puede modificar la dindmica, estabilidad y longevidad de los bancos de semilla (Ooi et
al. 2009). Por ejemplo, hay autores que sefialan que un aumento de la temperatura
durante el invierno podria causar una menor estratificacion, lo que resultaria en que una
menor fracciéon de la poblacion de semillas germine a principios de primavera. Sin
embargo, este analisis no considera que un menor nivel de dormiciéon de las semillas
debido a una temperatura materna mas alta podria limitar el impacto del calentamiento
global propuesto. Cabe preguntarse, entonces, si existe la posibilidad de analizar estos
efectos “aguas mas arriba” considerando como punto de partida el efecto del ambiente
materno, ya que este fenomeno actiia sobre aspectos fundamentales de la morfologia,
composicion y fisiologia de las semillas, la emergencia y la capacidad reproductiva de
las plantas. Como sugieren Springthorpe y Penfield (2015) una aproximacion que
integre las distintas fases claves del ciclo de vida de las plantas posiblemente permita

revelar nuevas respuestas de las plantas e identificar caracteristicas emergentes.
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6.5. Implicancias para futuras investigaciones

En los cuatro capitulos de resultados se observo un importante efecto del ambiente
materno sobre la respuesta de las semillas a los factores terminadores de la dormicion
(luz, alternancia térmica y la interaccion entre estos; aunque no se han reportado los
resultados en la presente tesis, cabe mencionar que en experimentos complementarios
también se observaron variaciones en la respuesta de las semillas a la disponibilidad de
nitraros en el medio). La influencia del ambiente materno sobre la respuesta HIR no ha
sido abordada en el marco de la presente tesis y ha sido en lineas generales poco
analizada. Desde una perspectiva ecologica, las respuestas de las semillas a los factores
terminadores de la dormicion han sido extensamente interpretadas como un mecanismo
muy preciso que permite a las plantas germinar y emerger en el ‘lugar’ adecuado. Sin
embargo, no hay trabajos que indaguen sobre las implicancias ecologicas del efecto del
ambiente materno sobre la respuesta de las semillas a la luz y la alternancia térmica
luego de su dispersion.

A lo largo de este trabajo de tesis surgieron fuertes evidencias de que el efecto del
ambiente materno sobre la sincronizacion de la emergencia y el éxito reproductivo de
las plantas -sugerido por distintos autores- podria ser comun a distintas especies. Este
efecto fue probado bajo condiciones de campo en dos especies anuales primavero-
estivales (Capitulos 2 y 3). Verificar la existencia de respuestas similares en otras
especies permitiria comprender con mayor profundidad el significado ecologico y
adaptativo del efecto del ambiente materno sobre la dormicioén. A su vez, estudiar este
efecto en especies otofio-invernales e invernales-facultativas resultaria valioso para
establecer el alcance de este fenomeno. Por otro lado, futuras investigaciones deberian
estudiar posibles interacciones entre la temperatura y el fotoperiodo con el fin de

jerarquizar el efecto de estos factores y desarrollar modelos que contemplen sus efectos
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conjuntos. La aplicacion de estos modelos permitiria no solo simular con mayor
precision la dinamica de germinacion de los bancos de semillas, sino también analizar
posibles vias de reaccion de las plantas ante un contexto de cambio global.

El presente trabajo ha alcanzado una caracterizacion limitada acerca de las posibles
implicancias del efecto de la presencia de un canopeo vegetal sobre la capacidad
reproductiva de la descendencia. Los resultados obtenidos (Capitulo 5) sugieren que
establecer las implicancias de este efecto podria representar un verdadero avance en
nuestra comprension acerca del funcionamiento de las plantas en habitats donde la
competencia entre individuos es elevada. Cabe sefialar que el entendimiento de este
fenémeno requiere avanzar sobre los factores y mecanismos involucrados en su
regulacion. Avanzar en estos aspectos en otras especies que se comporten como maleza
permitiria, a su vez, dimensionar la importancia de incluir los posibles efectos de la
presencia de un canopeo en esquemas de decision destinados al control y manejo de
malezas. En este sentido, cuantificar dichos efectos resultaria una herramienta 1til para
satisfacer los distintos fines mencionados.

Trabajos realizados en A. thaliana sugieren que el ambiente materno tiene el
potencial de modificar los patrones de emergencia a campo de la descendencia, al influir
sobre su dinamica de inducciéon en dormicion secundaria. Sin embargo, el efecto del
ambiente materno sobre la inducciéon en dormicion secundaria de las semillas ha sido
poco evaluado bajo condiciones de campo. La presente tesis brinda evidencias acerca de
como el ambiente materno influye sobre la tasa de induccion en dormicion secundaria
en semillas de P. aviculare. A diferencia de lo sugerido para A. thaliana, este trabajo
muestra que el efecto del ambiente materno sobre la induccién en dormicion contribuye
a la sincronizacion de la emergencia observada en el campo. Resulta relevante

desarrollar nuevos experimentos que busquen analizar como funciona este efecto en
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otras especies. En este sentido, los resultados obtenidos en el Capitulo 3 sugieren que
las semillas de A. hybridus podrian entrar en dormicion secundaria dadas ciertas
circunstancias y permiten proponer a esta especie para estudios futuros.

Los mecanismos a través de los cuales el ambiente materno modula el
comportamiento germinativo de la descendencia son poco conocidos. Los resultados
obtenidos en esta tesis permiten resaltar la importancia de evaluar en qué medida el
efecto materno sobre el grosor de las cubiertas y la resistencia mecéanica ofrecida por
estas a la expansion del embrion representan una funcion central en esta modulacion.
Las variaciones detectadas en el grosor, la composicion y la pigmentacion de las
cubiertas mostraron, en lineas generales, similitudes con resultados reportados en la
bibliografia para otras especies. Futuras investigaciones deberian, no sélo dilucidar los
efectos de estas variaciones sobre las vias hormonales vinculadas al control de la
dormicidn, sino también establecer si constituyen efectos comunes en semillas de
distintas especies. Por otro lado, los resultados de esta tesis mostraron importantes
diferencias en el nivel de dormicion embrionaria ante cambios en las condiciones
ambientales (Capitulo 3) y micro-ambientales (Capitulo 5) de maduracion de las
semillas (4. hybridus) y frutos (P. aviculare). Cabe preguntarse si los cambios en el
grosor, la composicion y la pigmentacion de las cubiertas podrian explicar en parte estas
diferencias, al incidir sobre la composicion espectral de luz que transmiten a la semilla y
modificar la proporcion de formas activas e inactivas de los fitocromos. El hecho de que
en cada capitulo se haya registrado que el ambiente materno afecta de manera
significativa las respuestas de las semillas a la luz apoya esta idea. En suma, los
resultados obtenidos en esta tesis brindan las bases para diagramar futuros estudios que
busquen analizar los mecanismos involucrados en la modulacion que ejerce el ambiente

materno sobre el nivel de dormicion de la descendencia.
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ANEXO

Figuras y notas suplementarias al Capitulo 2

2015/16
Verano temprano I Columnas llenas: etapa
Primavera tardia ] vegetativa
Invierno tardio b Columnas vacias: etapa
Otofio tardio I reproductiva
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Mediados de invierno H
2017/18 ' '
Mediados de verano ]
Primavera temprana h
Mediados de invierno h
Otofio tardio H
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Tiempo desde floracion (d)

Figura S2. 1. Duracién de las fases vegetativa y reproductiva expresada en dias para las plantas de P.
aviculare sembradas en diferentes fechas en 2015/16, 2016/17 y 2017/18. Fines de otoflo (2015/16) y
mediados de invierno (2016/17) refieren a plantas expuestas al fotoperiodo natural o extendido post-
floracion. Las barras horizontales representan el error estandar.
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Figura S2. 2. Germinacion acumulada para semillas de P. aviculare incubadas a 10/24 °C durante 15 d,
luego de 0 (i.e. a cosecha), 10, 25, 50 y 75 d de estratificacion a 4,8 °C. Las semillas se obtuvieron de
plantas sembradas en dos y cuatro fechas diferentes en (a) 2016/17 y (b) 2017/18, respectivamente. Los
simbolos representan la media (n = 4) y las barras verticales, el error estandar.
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Figura S2. 3. Germinacion final (%) para semillas de P. aviculare incubadas a 10/24 ° C durante 15 d,
luego de O (i.e. a cosecha), 10, 25, 50 y 75 d de estratificacion a 4,8 °C. Las semillas se obtuvieron plantas
sembradas a fines de otoflo, mediados de primavera, mediados de verano, 2017/18. Estas plantas se
generaron utilizando semillas recolectadas en (a) Bellocq, (b) Balcarce, (c) Bariloche y (d) Valparaiso.
Los simbolos representan la media (n= 4) y las barras verticales, el error estandar.
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pero expuestas a +2 h 'y +4 h (2016/17). Los simbolos representan la media (n= 4) y las barras verticales,

el error estandar.
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Figura S2. 5. Relacion entre los datos de germinacion observados y predichos para semillas de P.
aviculare durante (a) la salida de la dormicion para semillas estratificadas a 1,6, 4,8 y 9,8 °C e incubadas
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Figura S2. 7. (a) Diferencia de germinacion (%) en funcion del TT para semillas de P. aviculare
obtenidas de las siembras de fines de otofio (fotoperiodo natural y extendido +4 h) e inicios de verano. (b)
Relacién entre el % de Delta germinacion y el Numero de ciclos en base a datos de Batlla et al. (2003).
(c) Delta germinacion (%) en funcion de la amplitud térmica a partir de datos de Baskin y Baskin (1990),
Khan y Ungar (1998), Thompson y Grime (1983), Cavers y Harper (1966) y Totterdell y Roberts (1980).
Las ecuaciones resultantes y los R” se indican en cada panel.

Nota asociada a la figura S2.7. Las temperaturas en el campo fluctian y esta fluctuacion influye
sobre la dormicion de las semillas de P. aviculare. Por ello se modeld la respuesta de las
semillas a este factor en funcion del TT de estratificacion a 1,6, 4,8 y 9,8 °C, cuantificando la
diferencia (Delta germinacion, Dg) entre la germinacion alcanzada a 10/24 °C con respecto a la
registrada a 15 °C (Fig. 2.4). Las respuestas parabolicas obtenidas (Fig. S2.7a) representan la
fraccion adicional de la poblacion capaz de germinar a 10/24 °C por encima de la germinacion a
15 °C. A su vez, se estimo el efecto de dos variables “moduladoras™ de esta respuesta: nimero
de ciclos (i.e. dias a 10/24 °C) y amplitud térmica. El En el primer caso, se utilizaron datos
reportados por Batlla et al. (2003) para P. aviculare. El efecto de la amplitud se analizd con
datos extraidos de diferentes autores para P. aviculare y otras especies. Germinacion final=
Germinacion simulada con modelos para temperaturas constantes * Dg (calculado en funcion
del TT de estratificacion acumulado desde el entierro hasta la fecha de extraccion de las
semillas en cada prueba) * Factor de N° de ciclos * Factor de amplitud térmica.
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Cuadro S2. 1. Parametros térmicos poblacionales estimados para semillas de P. aviculare obtenidas de
plantas sembradas a fines de otofio (expuestas a fotoperiodo natural y extendido +4 h) e inicios de verano
(2015/16). a- Para semillas estratificadas a 1,6/4,8/9,8 °C (indicadas en este orden). b- Para semillas
almacenadas a 19,8/23,25 °C (indicadas en este orden).

a. Parametros térmicos poblacionales para la salida de la dormicion primaria

R O &8 o REME R

0 - - - - - -
Otofio 10 18,6/182/-  74/4.8/- 1928/18,8/-  7,5/6,4/- 7,76/6,7/- 0,97/0,75/-
tardio 25 13,5/17,4/17,8 6,5/8,6/6,7 20,7/18,8/19,1 4,3/57/6,7 16,1/12,1/19,9 0,91/0,66/0,65

50  9,5/11,9/17,0 0,6/7,9/7,0 21,2/21,0/19,5 9,1/6,5/5,2 13,1/9,8/10,1 0,97/0,94/0,95

0 - - - - - -
Inicios de | 10 15,8/17,5/-  7,0/6,1/-  223/22,1/- 7,0/5,4/- 13,8/6,7/- 0,93/0,96/-
verano 25 9,7/14,5/18,07 6,9/8,3/4,7 26,5/25,1/18.9 2.9/44/8,6 23,1/11,3/2,4 0,93/0,97/0,80

50 4,8/9,7/17,2  2,5/7,2/58 35,7/31,2/253 14,6/4,7/5,6 18,0/26,5/20,1 0,98/0,88/0,69

0 - - - - - -
Otofio 10 17,5/17,4/-  5,700,7/-  17,6/174/- 1,3/1,2/- 4,6/3,9/- 0,55/0,60/-
tirztdf 25 17,0/16,6/18,2 6,9/59/5,4 17,6/17,9/19,5 6,0/3,3/0,5 16,5/6,2/18,5 0,70/0,70/0,75

50 14,9/142/17,8 7,1/7,1/8.4 20,0/21,9/20,6 4,7/9,2/4,1 19,0/15,5/15,9 0,77/0,78/0,81

b. Parametros térmicos poblacionales para la induccioén en dormicion secundaria

Bt R RS & RCEME R

0 13,3/13,3 3,7/3,7 21,9/21,9 8,6/8,6 10,9 0,99

1 13,5/15,1 2,9/1,1 21,5/20,5 4,9/5.4 5,8/19,6 0,99/0,99

3 15,3/15,3 0,4/0,6 18,6/18,9 6,8/4,6 4,7/23,3 0,95/0,99
Otofio 6 16,3/16,6 1,3/2,1 18,1/17,7 3,8/5,1 12,9/18,2 0,64/0,92
tardio

9 16,4/16,5 0,6/0,8 17.8/17.2 1.922.1 6.9/5.7 0.66/0.65

15 - - - - - -

20 - - - - - -

0 9,9/9,9 5,6/5,6 31,1/31,1 3,1/3,1 18,6 0,99

1 10,4/11,8 5,1/6,0 28,3/27,1 6,2/6,1 16,9/23,2 0,99/0,99

3 14,4/12,9 6,54,6 28,4/26,1 8,0/10,6 21,3/21,5 0,99/0,95
Inicios de | ¢ 17,2/14,6 5,1/7,0 18,9/21,6 9,1/10,6 10,4/16,2 0,92/0,93
verano

9 17,3/173 3,9/5,1 18,6/17,5 5,1/5,6 13,2/13,8 0,78/0,81

15 - - - - - -

20 - - - - - -

Los parametros fueron obtenidos mediante la simulaciéon de las curvas de germinacion generadas
experimentalmente a 10, 15, 20 y 25 °C (a) y 15, 20 y 25 °C (b). Las simulaciones fueron realizadas
utilizando las ecuaciones descriptas en el modelo de germinacion (Ecuacion 2.1). Un guidn indica que el
parametro no pudo ser estimado debido a la baja germinacion alcanzada en esa prueba.
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Figuras y notas suplementarias al Capitulo 3
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Fechas de siembra
Figura S3. 1. Duracion de las etapas vegetativa (en verde) y reproductiva (en negro) para las distintas

fechas de siembra realizadas entre 2015 y 2018. Las columnas representan la media (n= 4) y las barras
verticales muestran el error estandar.
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Figura S3. 2. Produccion de semillas por plantas para cada fecha de siembra de 4. hybridus (2016/17).
Las columnas representan la media (n= 4) y las barras horizontales, el error estandar. Letras diferentes
indican diferencias significativas entre medias (p<0,05) segiun la prueba de comparacion de Tukey
(version InfoStat 2017. InfoStat Group, FCA, Universidad Nacional de Cordoba, Argentina).
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Figura S3. 3. Germinacion final (%) de semillas de A. hybridus luego de 0, 10, 25 y 65 d de estratificacion
a4,8(a), 9,6 (b) y 15,3 °C (c) y almacenaje a 5 °C (d). Las temperaturas de incubacion se indican en cada
panel. Las semillas se obtuvieron de plantas sembradas a fines de primavera, inicios y mediados de

verano (2016/17). Los simbolos representan la media (n=4) y las barras verticales, el error estandar.
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Figura S3. 4.Germinacion final (%) de semillas de A. hybridus luego de 0, 5, 10, 25, 50, 75 y 100 d de
estratificacion a 4,8 °C (paneles superiores) y de almacenaje en seco a 25 °C (paneles inferiores). Las
temperaturas de incubacion se indican sobre cada panel (12/12 h). Las semillas se obtuvieron de plantas
sembradas a fines de invierno, mediados de primavera, fines de primavera, inicios y mediados de verano
(2015/16). Los simbolos representan la media (n= 4) y las barras verticales, el error estandar.
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Figura S3. 5. (a) Germinacion final (%) de semillas de A. hybridus a los 0, 5, 10, 25 y 75 d de almacenaje
en seco a 25 °C. Las temperaturas de incubacion se indican sobre cada panel. (b) Germinacién acumulada
(%) de semillas de A. hybridus incubadas a 30 °C luego de 400 d de almacenaje a 25 °C. Las semillas se
obtuvieron de plantas sembradas a mediados de verano, expuestas a fotoperiodo natural (+O h) o
extendido +4 h (2018). Los simbolos representan la media (n=4) y las barras verticales, el error estandar.
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Figura S3. 6. (a) Germinacion acumulada (%) de embriones aislados de A. hybridus incubados a 30 °C a
cosecha. Las semillas se obtuvieron de plantas sembradas a fines de invierno y mediados de verano
(2015/16). (b) Germinacién acumulada (%) de semillas intactas y perforadas de A. hybridus incubadas a
10 °C alos 0 y 400 d de almacenaje en seco a 25 °C. Las semillas se obtuvieron de plantas sembradas a
mediados de verano, expuestas a fotoperiodo natural (+0 h) o extendido +4 h (2018). Los simbolos
representan la media (n= 4) y las barras verticales, el error estandar.
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Figura S3. 7. Germinacion final (%) de semillas de 4. hybridus a cosecha, incubadas a 30 °C durante 15 d
en agua destilada, fluridone 100 uM, GA; 10 uM y GA; 100 uM. Las semillas se obtuvieron de plantas
sembradas a mediados de verano y que fueron expuestas a fotoperiodo natural corto (+0 h) o a
fotoperiodo extendido +1,5 y +4 h (2018). Las columnas representan la media (n= 4) y las barras
verticales muestran el error estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas entre medias
(p<0,05) seglin la prueba de comparacion de Tukey realizada con el software InfoStat (version InfoStat
2017. InfoStat Group, FCA, Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina).
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Figura S3. 8. Germinacion final (%) de semillas de 4. hybridus con cubiertas intactas o perforadas a los
75 d de estratificacion a 4,8 °C, incubadas a 10 0 15 °C durante 15 d en agua destilada, fluridone 100 pM,
GA; 10 uM y GA; 100 pM. Las semillas se obtuvieron de plantas sembradas a mediados de verano,
expuestas a fotoperiodo natural (+0 h) o extendido +4 h (2018). Las columnas representan la media (n= 4)
y las barras verticales, el error estdndar. Letras diferentes indican diferencias significativas entre medias
(p<0,05) seglin la prueba de comparacion de Tukey realizada con el software InfoStat (version InfoStat
2017. InfoStat Group, FCA, Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina).
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Figura S3. 9. Germinacion final (%) de semillas de A. Aybridus con cubiertas perforadas a los 25 d de
estratificacion a 4,8 °C, incubadas a (a) 25 y (b) 35 °C durante 15 d en agua destilada, fluridone 100 pM,
fluridone 100 pM+ABA 10 uM y fluridone 100 uM+ABA 50 pM. Las semillas se obtuvieron de plantas
sembradas a mediados de verano, que fueron expuestas a fotoperiodo natural (+0 h) o extendido +4 h
(2018). Las columnas representan la media (n= 4) y las barras horizontales, el error estandar. Letras
diferentes indican diferencias significativas entre medias (p<0,05) segun la prueba de comparacion de
Tukey realizada con el software InfoStat (version InfoStat 2017. InfoStat Group, FCA, Universidad
Nacional de Cérdoba, Argentina).
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Figura S3. 10. Germinacion final (%) de semillas de A. hybridus con cubiertas perforadas a los (a) 50 y
(b) 75 d almacenaje en seco a 25 °C. Las semillas fueron incubadas a 30 °C durante 15 d en agua
destilada o fluridone 100 pM+ABA 10 uM (eje x). Las semillas se obtuvieron de plantas sembradas a
fines de primavera, inicios y mediados de verano (2016/17). Las columnas representan la media (n=4) y
las barras horizontales, el error estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas entre medias
(p<0,05) segun la prueba de comparacion de Tukey realizada con el software InfoStat (version InfoStat
2017. InfoStat Group, FCA, Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina).

a b

Figura S3. 11. Imagenes de las cubiertas de semillas de 4. Aybridus obtenidas de plantas sembradas (a) a
fines de invierno, (b) mediados de primavera y (c) mediados de verano (2015/16). Las secciones se
fotografiaron con un microscopio optico Zeiss Axioplan (Oberkochen, Alemania) y se analizaron con el
software Zeiss Axio Cam ERc 5s (Jena, Alemania).

50
= —e— Fines de primavera (D1) |Fecha
= A :
R 409 o Mediados de verano (D2) | de siembra
@
‘5 30+
5
o 204
5 D1 D2
£ 104
L
04
T T T T T T T
Mayo Mayo Agosto Octubre Diciembre Enero Febrero
8 30 23 24 20 16 28

Figura S3. 12. Emergencia final (%) de A. hybridus obtenida en 5 pruebas realizados a campo de agosto a
febrero. Las semillas se obtuvieron de plantas sembradas a fines de primavera y mediados de verano
(2016/17), enterradas en el suelo el 8 (D1) y 30 de mayo (D2, mediados de otoflo), respectivamente. Los
simbolos representan la media (n=4) y las barras verticales, el error estandar.
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Figura S3. 13. Valores estimados de Tyso) y Ts(s0) del rango térmico permisivo para la germinacion (a) y
desvios estandar de los limites (b) para semillas de A. hybridus estratificadas a 4,8 °C (A), 9,6 °C (m) y
15,3 °C (@) en funcion del tiempo de post-maduracion. Simbolos y lineas llenos corresponden a la T,.
Simbolos vacios y lineas a rayas corresponden a la Tg. Las semillas fueron cosechadas de plantas
sembradas en 2015/16 y 2016/17. Las ecuaciones que describen la relacion entre los parametros y el
tiempo y los R” se indican en cada panel. Los analisis de regresion lineal y pruebas de pendiente (con un
nivel de significancia del 5%) se realizaron con el software InfoStat (versién InfoStat 2017. InfoStat
Group, FCA, Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina).
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Figura S3. 14. (a) Funciones ajustadas a la germinacion acumulada de semillas de 4. hybridus con
cubiertas perforadas en funcion del tiempo de incubacion a 10, 11, 15, 20, 25, 30 y 35 °C luego de
transcurrir 100 d de almacenaje en seco a 25 °C. Los simbolos representan la media (n= 4) y las barras
verticales, el error estandar. (b) Tasa de germinacion para el 50% de la poblacion del semillas de 4.
hybridus (d") en funciéon de la temperatura de incubacion, utilizando la inversa de los parametros
estimados en (a).
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Cuadro S3. 1. Valores de variables ambientales (+DE) registradas durante el ciclo total, etapas vegetativa
y reproductiva para plantas sembradas en diferentes fechas (2016/17) o expuestas a diferentes condiciones
de fotoperiodo (natural corto, o extendido +1.5 h y +4 h) a partir del inicio de la etapa reproductiva hasta
la cosecha final de las semillas (2018).

Temperatura Temperatura Radiacion
Temperatura e a . .
Fecha de , A minima maxima  Fotoperiodo media
. Periodo/Etapa media diaria . R . .
siembra °C) media diaria media diaria medio (h) diaria
&) ) MJm™)
Total 22,2(£3,8)  17,2(#4,3)  27,5(#4,1) 14 18,9(£7,6)
Fines de .
primavera Vegetativo  23,1(#3,3)  17,4(4,2)  28,7(£3,8) 15,2 23,6(+7,1)
Reproductivo  21,8(£3,9)  17,1(#4,3)  26,9(+4,2) 134 16,5(£6,7)
= N Total 21,1(#4,4)  16,5(4,6)  26,1(+4,9) 134 15,7(£7,1)
© [Mniciosde oo ativo  243(22,9)  19.4(234)  29.4(23,1) 14,9 21,4(6,4)
S | verano
Reproductivo  20,0(+4,3)  15,5(+4,5)  24,9(+4,7) 12,6 13,7(£6,2)
Total 19.2(+4,4)  14,8(#4,5)  24,0(%5,1) 12,3 12,9(%6,1)
Mediados .
de verano Vegetativo  24,3(+3,7)  19,1(#4,2)  29,8(+4,0) 13,6 18,6(+£5,0)
Reproductivo  17,7(£3,4)  13,5(£3,8)  22,4(+4,1) 11,9 11,4(£5,5)
Total 20,3(¥4,3)  15,6(¥4,3)  25,3(25,2) 12,9 12,1(£7,6)
% | Mediados .
S | de verano Vegetativo 24,5(£3,1) 19,3(23,5)  29,9(£3,4) 14,2 19,7(15,2)
Reproductivo  19,6(%3,3) 14,8(%3,5) 24,5(14,3) 12,4 11,8(6,2)

Plantas sembradas en 2018 fueron expuestas a distintos fotoperiodos desde el inicio de la etapa
reproductiva hasta la cosecha. La aplicacion de estos tratamientos no modifico la fenologia de las plantas.
Por lo tanto, la Unica variable que vari6 entre tratamientos fue el fotoperiodo (resaltado en negrita),
mientras las demas variables fueron iguales para todas las plantas.

Cuadro S3. 2. Valores de correlacion y estadistico P entre el tiempo de estratificacion requerido para la
germinacion del 50% de las semillas y el valor medio de los factores ambientales medidos durante el ciclo
de vida de las plantas y las etapas vegetativa y reproductiva.

Variable ambiental-Etapa R P

Fotoperiodo-Total -0,19 0,0646
Temperatura-Total -0,255 0,1736
RFA-Total -0,048 0,6471
Fotoperiodo-Vegetativa -0,07 0,5171
Temperatura-Vegetativa -0,227 0,2639
RFA-Vegetativa -0,01 0,9271
Fotoperiodo-Reproductiva 0,85 0,003
Temperatura-Reproductiva -0,35 0,1536
RFA-Reproductiva -0,16 0,432

Para este analisis se utilizaron los datos de todas las fechas de siembra (InfoStat 2017. InfoStat Group,
FCA, Universidad Nacional de Cordoba, Argentina).
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Cuadro S3. 3. Parametros térmicos poblacionales estimados para semillas de A. hybridus estratificadas a
4,8 °C o almacenadas a 25 °C (indicadas en este orden) obtenidos mediante la simulacidn de las curvas de
germinacion generadas experimentalmente a 10, 15, 20, 25, 30 y 35 °C. Las simulaciones fueron
realizadas utilizando la Ecuacion 3.1. Un guién indica que el pardmetro no pudo ser estimado. En gris:
ecuaciones de regresion correspondientes a la Fig. 3.9.

Parametros térmicos poblacionales para semillas estratificadas a 4,8 °C/almacenadas en seco a 25 °C

Ti(s0) (°C) 01 (°C) Tses0) (°C) 01, (°C) RCME R’
0d 33,752/33,752 3,35/3,35 34,821/34,824 3,96/3,96 2,1/2,1  0,99/0,99
5d 33,948/33,781 3,24/4,65 36,553/34,878 1,21/1,93 2,9/53  0,99/0,99

gl 10 d  31,868/33,531 6,96/4,51 36,099/36,599 0,81/0,98 3,8/3,8  0,99/0,99
2 25d 3132632492 6,82/3,89 41,060/37,909 0,70/1,78 54/53  0,99/0,99
2l 554 30,524/- 6,91/ 41,698/- 0,66/- 5.8/- 0,99/-
; 75d  28,798/30,686 5,25/1,96 41,918/41,9365 0,85/3,65 6,1/6,5 0,99/0,99
£ Y=-0,060X+33,5 Y=-0,024X2+0,203X+3,5 Y=0,094X+36,0 Y=0,001X2-0,119X+2,7
(0,9) (0,7) (0,8) (0,6)
Y=-0,043X+33,9  Y=-0,001X2+0,030X+3,9  Y=0,094X+35,1 Y=0,002X2-0,118X+3,0
(0,9) (0,8) (0,9) (0,6)
0d 33,852/33,852 34,982/34,982 1,78/1,78 5,75/5,75 1,2/12  0,99/0,99
o 5d 33,700/33,794 36,245/36,676 5,02/5,76 1,31/0,54 3,9/59  0,99/0,99
gl 10d 29,420/- 37,229/- 5,60/- 2,18/- 33/~ 0,99/0,99
E 254 30,024/29,835 41,681/38,850 5,81/6,97 0,44/0,63 54/49  0,99/0,99
af
g 55d 27,512/- 42,283/- 4,60/- 0,89/- 4.8/- 0,99/-
8 754 27,434/25,597 43,902/41,615 3,23/5.23 1,84/3,49 53/73  0,99/0,99
% Y=-0,081X+32,6 Y=0,002X2+0,160X+3,3  Y=0,113X+36,2 Y=0,003X2-0,252X+4,1
= (0,7) (0,6) 0,9 0,7)
Y=-0,086X+35,5 Y=-0,003X2+0,251X+2,9  Y=0,112X+34,7  Y=0,003X2-0,239X+4,0
(0,9) (0,7) 0,9) (0,6)
0d 32,924/3,924 37,113/37,113 3,87/3,87 3,21/3,221 4,9/49  0,99/0,99
5d 32,394/33,310 38,902/38,917 4,81/535 1,42/0,55 6,1/52  0,98/0,99
g 10d 29,601/- 38,902/- 4,97/- 0,75/- 9,2/- 0,99/-
é 25d  30,286/38,495 38,049/38,495 3,98/8,39 0,62/0,26 9,3/4,6  0,98/0,99
E s55d  28,679/26,781 42,010/41,981 4,87/4,71 1,25/0,45 7,1/88  0,99/0,99
o
Sl 75d  27,393/26,033 46,049/45,679 2,48/4,79 0,97/1,42 49/72  0,99/0,99
(o}
£ Y=-0,064X+32,0 Y=-0,001X2+0,053X+4,2  Y=0,102X+37,3  Y=0,001X2-0,058X~+1,8
(0,8) (0,6) 0,9) (0,6)
Y=-0,106X+33,8  Y=-0,002X2+0,147X+4,5  Y=0,101X+37.2  Y=0,001X2-0,093X+1,8
0,9) 0,5) (0,9) 0,7)
0d 30,003/30,003 39,505/39,505 5,86/5,86 6,79/6,79 32/32  0,99/0,99
5d 29,792/28,979 39,584/38,567 3,93/6,52 2,35/9,43 18,6/4,2  0,97/0,99
ol 10d  26,235/24,591 40,729/40,245 5,13/7,45 2,16/1,21 8,7/32  0,99/0,99
g 25d  25,952/20,770 42,630/46,266 5,21/5,79 0,34/1,04 59/7.9  0,99/0,99
8 55d  24,406/20,988 42,584/47,598 4,97/435 1,04/1,04 12,1/11  0,92/0,99
§ 75d  23,744/20,578 49,651/49,980 4,31/4,99 0,88/1,99 8,5/6,7  0,99/0,99
£ Y=-0,077X+28,8  Y=-0,002X2+0,008X+5,0  Y=0,113X+39,2  Y=0,002X2-0,228X+4,9
0,8) (0,4) (0,8) 0,6)
Y=-0,115X+27,5 Y=-0,0001X2-0,39X+6,7  Y=0,145X+39,7 Y=0,003X2-0,331X+7,4
(0,7) (0,7) 0,9) (0,6)
0d 30,149/30,149 36,371/36,371 0,18/0,18 4,51/4,51 6,5/6,5 0,99/0,99
5d 27,917/27,927 38,937/32,179 4,19/5,64 1,33/3,45 11/12,1  0,99/0,98
2 10d  25299/27,343 38,147/38,018 4,05/5,94 1,49/1,87 5042  0,99/0,99
S 25d  24,783/25,730 39,980/36,269 3,68/7,46 0,36/2,24 6,2/9,1  0,99/0,99
o
S| 55d  24,411/21,663 42,650/42,219 4,63/4,70 1,25/0,99 15,1/8,2  0,91/0,99
o
| 75d 22.862/21,735 46,829/47,981 4,79/4.22 1,58/1,97 8,6/8,8  0,99/0,99
g Y=-0,073X+27,8  Y=-0,001X2+0,112X+2,0 Y=0,120X+37,1  Y=0,002X2-0,145X+3,2
(0,7) (0,5) 0,9) (0,6)
=0,109X+28,8  Y=-0,003X2-0,24X+2,7  Y=0,167X+34,1  Y=0,001X2-0,123X+4,0
(0,9) (0,5) (0,8) (0,8)
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Figuras y notas suplementarias al Capitulo 4

Carpa AT — Invernaculo AT
Carpa BT — Invernaculo BT

Temperatura media diaria (°C)

10 T T T T
0 25 50 75 100

Tiempo desde floracién (d)
Figura S4. 1. Temperatura media diaria las carpas e invernaculos a alta (AT) y baja (BT) temperatura
registrada durante las etapas de desarrollo y maduracion de las semillas de P. aviculare en la planta
madre. El area sombreada en rojo muestra la variacion en la temperatura media alcanzada entre Carpa AT
(limite inferior) e Invernaculo AT (limite superior). El 4rea sombreada en azul muestra la variacion en la
temperatura media alcanzada entre Carpa BT (limite superior) e Invernaculo BT (limite inferior).

a2°C b5°C c15°C
1= ar
-=- BT

-

| o

W o
L

Germinacion (%)
8

T T T T

35 55 75 95 15 34 54 74 94 114 16 36 56
Tiempo de incubacién (d)
Figura S4. 2. Germinacion acumulada (%) de semillas de P. aviculare incubadas a 2, 5 y 15 °C desde
cosecha hasta que la germinacion alcanz6 un claro plateau. Las semillas se obtuvieron de plantas crecidas
en invernaculos a alta (AT) y baja (BT) temperatura. Los simbolos representan la media (n= 5) y las
barras verticales, el error estandar.

Figuras y notas suplementarias al Capitulo 5

a b
-8~ SC-Sin cultivo 1 - ccC-Con cultivo

100

Germinacion (%)

0 5 10 15 0 5 10 15
Tiempo de incubacion (d)

Figura S5. 1. Germinacion acumulada (%) de semillas de P. aviculare incubadas a 10/24 °C luego de ser

estratificada 10 d. Las semillas se obtuvieron de plantas emergidas espontaneamente (a) alejadas del

canopeo del cultivo o (b) expuestas a niveles variables al canopeo de un cultivo de trigo. Los simbolos

representan la media (n=7) y las barras verticales, el error estandar.
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aSC-10/24 °C b CCBD - 10/24 °C ¢ CCAD - 10/24 °C

Embriones
Embriones+Endosperma
Cubiertas perforadas
Raspado en "R"
Cubiertas intactas

"l

aSC-15°C b CCBD - 15 °C ¢ CCAD - 15 °C
Embriones
Cubiertas intactas
aSC-5°C b CCBD -5 °C ¢ CCAD -5 °C
Embriones | ——
Cubiertas intactas~| {
aSC-25°C b CCBD - 25 °C ¢ CCAD- 25 °C
Embriones+Endosperma:
Embriones
Cubiertas intactas
0 25 50 75 1000 25 50 75 1000 25 50 75 100

Germinacion (%)
Figura S5. 2. Germinacion (%) de frutos (cubiertas intactas, perforadas a la altura de los cotiledones o

raspadas a la altura de la radicula “R”), semillas y embriones de P. aviculare incubados durante 15 d a
10/24, 25, 15 0 5 °C. Los frutos se obtuvieron de (a) plantas que se mantuvieron aisladas (SC), (b) plantas
que se cultivaron debajo del canopeo de un cultivo sembrado a baja (CCBD) y (c) alta densidad (CCAD).
Las columnas representan la media (n=4) y las barras horizontales, el error estandar.

a {RFA - 10/24 °C a RFA - 10/24 °C

Embrién aislado

Fruto
b IR:RL -10/24 °C b R:RL - 10/24 °C
Embrién aislado
Fruto }{
6 25 50 75 1000 25 50 75 100

Germinacion (%)
Figura S5. 3. Germinacion (%) de frutos y embriones aislados de P. aviculare incubadas a 10/24 °C
durante 15 d luego a cosecha. Los frutos se obtuvieron de plantas crecidas bajo (a) |RFA y RFA y (b)
JR:RL y R:RL. Las columnas representan la media (n= 4) y las barras horizontales, el error estandar.
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Dias desde el 1/1 de 2017
Figura S5. 4. Temperatura media diaria del suelo medida desde el entierro (indicado con lineas verticales)
hasta la finalizacion de los ensayos de emergencia a campo.

1002 Extraccion: 9/10 b Extraccion: 15/9 ¢ Extraccion: 20/8
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Figura S5. 5. Germinacion (%) de frutos de P. aviculare incubados 15 d a 10/24 °C. Los frutos de (a) SC
y CCAD, (b) |RFA y RFA y (c) |R:RL y R:RL se extrajeron de los ensayos de campo en la fecha
indicada en cada panel. Las columnas representan la media (n= 4) y las barras, el error estandar.



