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ABREVIATURAS

Vn+ Tratamiento de vernalizacion de semillas pre-geadés en camara 5° C.

vn - Tratamiento sin vernalizacion artificial

N Fertilizacion (nutricion mineral)

N120 Fertilizacion, 2 grs. de fertilizante N-P-K (1%6€L2,5) por planta. (Equivale a
120 kg N/ha)

N60 1 gr. de fertilizante N-P-K (15-6,5-12,5) pormtia (Equivale a 60 kg N/ha)

NO Tratamiento testigo sin fertilizacion.

FP Fotoperiodo (hs.luz/dia)

FP18 Fotoperiodo extendido a 18 hs.luz/dia

FP15 Fotoperiodo extendido a 15 hs.luz/dia

FPN Fotoperiodo natural

IF Iniciacion floral

ET1 Inicio de elongacion del tallo floral

ET1lq Momento en que la ler planta de un experimentamaical estado reproductivo
(ET1)

ET1p0) Momento en que el 50% de las plantas anualesalenidad experimental
alcanza el estadieT1.

FL1 Inicio de floracion de una planta individual

FL1 50 Momento en que el 50% de las plantas anualesalenidad experimental
alcanza el estadieT1.

%AnN Proporcion de plantas anuales

Tr Momento del trasplante de las plantulas a maesgtasndiciones de campo

TC Tasa de crecimiento (éfdia)

TCv Tasa de crecimiento media de las plantag/(ia) desde su trasplante hasta el

momento inmediatamente anterior a que los primeadigiduos del
experimento alcancen el esta&iol.

TCerpet11) Tasa de crecimiento media durante la ocurrereizoddiciones inductivas de
fotoperiodo, obtenida partir de mediciones d&R al inicio del tratamiento de
fotoperiodo y de la dltima medicion &R antes d&T1 ).

TD Tasa de desarrollo (dji,afuncién inversa del intervalo entre dos eventos
fenologicos)

TD1reT1 Tasa de desarrollo (d’i)adesde el trasplante de la plantula a macetaspaa
hastaET1.

TDepem1 Tasa de desarrollo (d’i)adesde el inicio del tratamiento de extension
fotoperiddica hast&T1.

TDet1-r11 Tasa de desarrollo (d’i)adesdeETl hastaFL1

TD1rei1 Tasa de desarrollo (dji)adesde el trasplante hastal

AR Area de roseta

NH NuUmero de hojas

DC Diametro de corona

HL Longitud de la hoja més larga de la planta

NHgp Numero de hojas de la roseta al inicio del trégato fotoperiodico.

NHeTq NuUmero de hojas de la rosetakeril.

ARgp Area de roseta de las plantas {cat inicio del tratamiento fotoperiddico.

AREgT1 Area de roseta de las plantas 2():em ET1.



XX

Temperatura base
Temperatura optima
Temperatura maxima

Planta de dia largo
Planta de dia corto
Planta de respuesta neutra al fotoperiodo
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Experimento de vernalizacién, primavera-verano 2005
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PS total
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RESUMEN

El comportamiento bienal facultativo @enothera biennisepresenta una limitante
para su explotaciébn comercial extensiva. Los imllios de esta especie pueden florecer en la
primera estacion de crecimiento (ciclo anual) oasstr su floracion hasta la siguiente (ciclo
bianual). Este comportamiento estaria moduladdgpoapacidad enddgena de las plantas para
responder a las sefiales ambientales que desencddditaacion, la cual dependeria del logro
de un umbral de biomasa. El objetivo de esta temiscontribuir al entendimiento de los
factores que controlan la floracién @enothera biennisaciendo énfasis en la relacion entre el
tamafo de las plantas y su respuesta a las sefidlesoras de la reproduccion. Se realizaron
experimentos en macetas a campo donde se manipulactores candidatos a inducir la
floracion (vernalizacidn y fotoperiodo). Se modifita disponibilidad de nutrientes mediante
fertilizacién mineral, para lograr variabilidad ks indicadores de la condicion enddgena de las
plantas (area y tasa de crecimiento de las rosé@mskernalizacion, el fotoperiodo (dias largos)
y la fertilizacion redujeron la incidencia de pksitde comportamiento bienal (hasta 25%
respecto al control) y adelantaron la floraciérreBty 31 dias (segun tratamiento y condiciones
experimentales) en las plantas de comportamientalaha respuesta a la vernalizacion fue
facultativa y no dependié de una biomasa umbralgya se vernalizaron plantulas recién
germinadas. La respuesta al fotoperiodo tampocairr@égle un tamafio umbral, pero estuvo
condicionada por la tasa de crecimiento de lastgdaha cual fue modulada por la fertilizacion
y el &rea de las rosetas al inicio de las condésidntoinductivas. Se identifico a la incidencia
de temperaturas elevadas (T media > 25°C; TmaxQG3@rededor de la iniciacion floral,
como un posible factor causal de la bianualidadicfuibiria la reproduccion, de una proporcién
de los individuos, en fechas de siembra tardiascoBeluye que los factores que aceleran el
desarrollo (vernalizacion, fotoperiodos extendidagificialmente y nutricibn mineral)
contribuyen indirectamente a reducir la bianualjdgadtando que las condiciones inductivas de
la floracion coincidan con el periodo estival da &émperatura

Palabras clave Oenothera biennis,onagra, floracion bianualidad, vernalizacion, alta
temperatura, fotoperiodo, tamafio umbral, tasae®@mrento, tasa de desarrollo.
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ABSTRACT

The facultative biennial habit @enothera biennigs a constraint for its commercial
crop production. Plants may flower during the figjsbwing season (annual cycle), or delay the
onset of the reproductive period to the second (brennial cycle). Previous reports revealed
that this behavior would be regulated by the irad@lity of plants to respond to environmental
factors that trigger flowering.€. competence) which, in turn, would depend on pééae. Only
plants achieving a given threshold size for repotidn would flower during the first year. The
aim of this work was to increase the current knolgie about the regulation of flowering and
the reproductive behavior @enothera biennjsstressing the relationship among plant size and
flowering responses to vernalization or photopertexperiments were conducted in pots under
field conditions where vernalization and/or phatddctive conditions (long days) were
artificially generated. In addition, fertilizatiowas applied to obtain variability in individual
plants size and growth rate. Long days, vernabimatind fertilization treatments reduced the
proportion of biennial plants (up to 25%) and fastflowering of annual plants in 3 - 31 days
(according to treatment and experimental condijior@3. biennis showed a facultative
vernalization response. Since pre-cotyledonal #egsdlwere successfully vernalized, no
threshold size for vernalization was found. Thopgletoperiod response does not seem either
to depend directly on a given threshold size, is welated to plant growth rate which was a
function of both nutrient availability and planzei The incidence of high temperatures. (
daily mean temperature > 25°C; maximum temperatu0°C) around floral initiation was
identified as a possible factor that inhibit floratluction in late sowing dates, increasing the
proportion of biennial plants. Factors that inceeaste of development, such as vernalization,
photoperiod extension, or nutrient availability, wia contribute to reduce biennial habit by
avoiding the coincidence of floral induction witkethigh temperature season.

Key words: Oenothera biennigvening primrose, flowerindpiennial plants, vernalization,
high temperature, photoperiod, threshold size, tioate, rate of development.



CAPITULO 1: INTRODUCCION GENERAL
1. PLANTEO DEL PROBLEMA Y REVISION DE ANTECEDENTES
1.1La iniciacion floral y sus vias de regulacion

La floracion es un evento crucial para el éxitaodpctivo y la continuidad de
las angiospermas en el tiempo (Ausiral. 2005; Tan y Swain, 2006) ya que constituye
el primer paso de la reproduccion sexual (Bergied. 1993). Dado que las plantas
terrestres son organismos sésiles, que crecenepsmlucen en el lugar donde
germinan (Ausiret al. 2005; Corbesier y Coupland 2006), la ubicacionpiemal de la
floracion determinard el éxito (o fracaso) biol@gde los individuos que crecen y se
desarrollan en un determinado ambiente (Heide 1994)

Existe gran variabilidad entre las especies det@$asuperiores en lo que hace al
momento de la reproduccion y su distribucion eireebpo. Las especies anuales
florecen y completan su desarrollo en una solagstale crecimiento mientras que las
especies perennes pueden vivir varios afios (Aaisih2005). A su vez, entre las
perennes pueden distinguirse las especies monocaar( semélparas) de las especies
policarpicas (o iterOparas). Las primeras concarttvda su etapa reproductiva en un
anico episodio luego de periodos de vida de dastinracion, mientras que las segundas
se reproducen repetidamente a lo largo de los afiagervalos regulares o
intermitentes (Bazzaz y Ackerly 1992). Por Ultiremisten especies bienales
(monocarpicas perennes de vida corta) que se negendina Unica vez, al segundo afio
de vida, y luego mueren (Blooet al. 2003).

De los diferentes procesos involucrados en ladiora(.e. iniciacion,
organizacién, maduracién de flores y antesishitddcion floral es fundamental ya que
determina el cambio irreversible del programa dsarello vegetativo al reproductivo
(Lang 1952; Kinet 1993; Michaels y Amasino 200n@son y Dean 2002; Zaccai y
Edri 2002; Bost al. 2004). El momento en que ocurre esta transiciamegle los
eventos de desarrollo mas plasticos en el cichdiede las plantas y es determinante
para asegurar que la floracién y fructificacionroan en condiciones favorables (Ausin
et al. 2005).

El momento de floracion resulta de vital importangara la agricultura, la
horticultura, la domesticacion de especies y ebrmagjiento vegetal por lo que un
sinnimero de estudios se han llevado a cabo ptadar las bases del control de la
floracion en diferentes especies vegetales (Beetiak 1993). En este sentido, analisis
fisiol6gicos y genéticos han mostrado que multiskf$ales exdgenas (ambientales) y
endogenas (fisioldgicas) regulan el momento ensgyaoduce la iniciacion floral
(Mouradovet al.2002; Bos®t al. 2004). Aunque se ha encontrado mucha similitud
entre la base genética para la induccion y fordnade los érganos florales en especies
de diferente ciclo de vida, los mecanismos fisimdg que determinan la transicion al
estado reproductivo en plantas bienales y peresoremenos conocidos y han sido
menos estudiados que en las especies anuales Qwaily 2006; Wilkie 2008). De este
modo, los modelos fenologicos desarrollados arp@etios cultivos agricolas
tradicionales resultarian insuficientes para preagetecuadamente la iniciacion floral
en estos grupos de especies.

En este trabajo se analiza el control de la fl@draenOenothera biennik., una
especie bienal que puede usarse como modelo pastudio de la induccion floral en
especies perennes. Tras una revision del estadotdale los factores que regulan el
desarrollo en especies anuales y perennes, seanahéfecto de aquellos que han sido



mas consistentes en determinar la floracion deutis’zos de grano tradicionales y se
discute el rol de otras sefiales, enddgenas y eadgegne no suelen considerarse en los
cultivos anuales.

1.1.1 Regulacion exdgena de la iniciacion floral:.eBales ambientales que inducen
la floracion.

1.1.1.1 Sefiales ambientales involucradas en la respuesta de cultivos anuales

La rotacion de la Tierra, sobre su eje y alredel@bSol, provoca cambios
periodicos en diferentes variables ambientales gpreen en evidencia el progreso de
las estaciones climéticas a lo largo del afio (dailal. 2008). Muchas plantas son
capaces de detectar e integrar estas sefialesmamizar su desarrollo con el ciclo
anual de las estaciones climaticas (Heide 1994je&Sg&oupland, 2004). Estos
mecanismos aseguran que la reproduccion sexuabdzajo condiciones ambientales
favorables y permiten el cruzamiento exitoso delraa@species que requieren una
floracion sincrénica. Cualquier variable ambiempaé exhiba cambios estacionales
regulares es potencialmente un factor que contdlansicién a floracion (Berniet
al. 1993;Ausinet al. 2005). Por lo tanto, entre las variables ambiesteandidatas a
regular la induccion de la floracion se encuentl@temperatura, el fotoperiodiog(
cantidad diaria de horas de luz), la calidad dedancidente (composicion espectral),
la cantidad de luz (densidad de flujo de fotonlesyernalizacion (exposicion a periodos
prolongados de frio) y la disponibilidad de aguautrientes (Levy y Dean 1998).

Los procesos de desarrollo pueden cuantificarsega través de cambios en el
numero de organos de una planta, como ser el niohednojas formadas (desarrollo
morfoldgico), o bien a través del tiempo transcla®ntre dos eventos fenoldgicos que
definen una fase fenoldgica (desarrollo fasicoy,gemplo la emergencia y la floracion
(Atkinson y Porter 1996). El efecto de los factameshientales sobre el desarrollo de las
plantas, y en particular sobre el tiempo a flonacg&e ha estudiado principalmente en
especies de ciclo anual; inicialmente a partirllévos de importancia econémica
(Garner y Allard 1920; Vince-Prue 1975; Robertsuyngerfield 1987; Summerfielet
al. 1991), y mas recientemente Arabidopsis thaliand.., que ha permitido abordar las
respuestas fisiologicas a escala molecular y genAiusinet al. 2005).

Adicionalmente, existen algunos trabajos en espgu@esnnes, realizados
principalmente con pasturas templadas (Heide 1@@#)menor medida con especies
lefiosas (Wilkieet al. 2008).

Hasta la fecha, la temperatura, la vernalizaciéhfgtoperiodo han sido las
variables ambientales mas consistentes en la @@ualdel momento de floraciéon y la
duracion del ciclo ontogénico de los cultivos tcamhales (Evans 1971; Ellet al.

1988; Wang y Engel 1998; Yan y Wallace 1998). Raparte, los factores que
normalmente se asocian a procesos de crecimiemtm el nivel de fertilidad del suelo,
la disponibilidad hidrica y la radiacion, entreostrparecen tener un peso relativo
mucho menor (Mirallest al. 2003).

La temperatura es un factor ambiental primaricaeedulacion del desarrollo
fenologico de las plantas (Hodges 1991; Baker ydR@®01). Los cultivos presentan
una respuesta universal a la temperatura de mbdaodano existe insensibilidad a este
factor, es decir, que todas las etapas de desad®liodas las especies vegetales
responden a ella en mayor o en menor medida (Si&awson 1994). Dentro de un
amplio rango de temperaturas, la tasa de desafdafmida como la inversa de la
duracién de una fase fenolégica dada, en este Eedesde emergencia hasta



floracion) aumenta en forma lineal con incrememo$a temperatura desde una
temperatura basd ), por debajo de la cual no hay desarrollo menseiralasta una
temperatura optimal o) la cual minimiza el tiempo a floracion. Con temgiaras
superiores a la 6ptima, la floracion se retrasgnasivamente hasta alcanzar una
temperatura maximd (ax) en la que cesa nuevamente el desarrollo (figura las
temperaturas cardinal€By( Tept Y Tmax) SON propias de cada especie, e incluso pueden
variar entre cultivares de una misma especie @ égrdistintas fases fenoldgicas de
una misma planta (Slafer y Rawson 1994).

Para el rango de temperaturas suboptimas en aegdesarrolla la mayor parte
del ciclo de varios cultivos de grano, existe ursiadologia que pondera la duracién de
diferentes etapas del ciclo de un cultivo por lageratura a la cual se esta
desarrollando. Este modelo se denomina tiempo ¢ér(iiT) y consiste en la
acumulacion de unidades térmicas (°C.dia), driirg Topt, para la concrecion de una
fase fenolégica dada (figura 1.1). Para su calselemplea la siguiente ecuacion.

Tiempo térmico (°C.dia) = (T°media - T°base) x dida (dias)

L
l¢—Dlaxima tasa .
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Figura 1.1: Duracién (izq.) y tasa de desarrollo (der.) de etapa fenoldgica de un cultivo ante
diferentes temperaturas. En el eje de abscisasl®an las temperaturas ba3e), 6ptima

(Topt) y méxima Tmax) y la pendiente de la relacion cuya reciprocd ésrapo térmico,

anico para cualquier temperatura ubicada en ebrangeTb y Topt. Tomado de Mirallest

al. 2003.

El fotoperiodo es otro factor ambiental importanteno de los mas estudiados
en la regulacion del momento de la floracion ereeigs de regiones templadas
(Mouradovet al. 2002). El rol del fotoperiodo en el control desaeollo se conoce
desde 1920, cuando Garner y Allard demostrarorcgodios en la duracion del dia
modifican el tiempo a floracion en soja y tabaco.

La duracién del dia varia con las estaciones daassiguiendo un patron
predecible que depende de la latitud (Imaizukmay R006; Jackson 2009). Las
plantas, como otros organismos, son capaces de di@damente el fotoperiodo y de
ajustar su programa de desarrollo con anticipagilms cambios estacionales a fin de
asegurar su supervivencia y éxito reproductivo (¥aky y Kay 2002). De esta
manera, las plantas de latitudes altas suelenndspa fotoperiodos largos de
primavera-verano ubicando la floracion fuera deique de riesgo de heladas, mientras
gue las plantas de latitudes menores tienden arepit la floracién ocurra durante las
temperaturas extremas del verano, respondiendopei®odos cortos (Lyndon 1992;
Samach y Coupland 2000).



La sefial luminosa es percibida a través de las lyojaedida mediante un
mecanismo celular enddgeno autébnomo llamado ratijdico 6 reloj circadiano
(Bunning 1936 citado en Engelmann 2007). Este,rglog controla los ritmos diarios
de expresion de genes, procesos metabodlicos coantivadad fotosintética o la
respiracion, la apertura y cierre estomaticosm@&imiento de hojas, entre otros, tiene
un ciclo de aproximadamente 24 horas (ciclo cilaaal que sirve de referencia para la
respuesta a las sefiales de luz incidente (u oac)nmtovenientes del ambiente (Taiz y
Zeiger 1998; Samach y Coupland 2000).

Si bien el control de la floracion por fotoperiaekia ampliamente difundido en
el reino vegetal, la respuesta a esta sefial amabiearia ampliamente entre especies
(Searle y Coupland 2004). Las plantas pueden idassE en tres grupos principales
segun el efecto del fotoperiodo sobre su desarnakta floracion: a) plantas de dia
corto (PDC), b) plantas de dia largo (PDL) y chpda de respuesta neutra o insensibles
al fotoperiodo (PN). Las plantas de dia corto prewen su floracion cuando son
expuestas a periodos de luz mas cortos que umuleaéeio umbral dentro del ciclo
circadiano (figura 1.2). Por el contrario, las péesnde dia largo aceleran su desarrollo
con periodos de luz mayores a un determinado nudeehoras, mientras que la
induccion floral en las de respuesta neutra ndezsaala por la duracion del dia o la
noche (Erwiret al. 2005). Adicionalmente, PDL y PDC pueden tenernesauesta de
tipo facultativa (cuantitativa) u obligada (cudina). Las plantas de respuesta
facultativa {.e. cultivos anuales que responden al fotoperioddgearesu floracion en
presencia de fotoperiodos inductivos (dias largdB[2L y dias cortos en PDC), pero
son capaces de florecer aun si estos no se presBwtasu parte, en las plantas de
respuesta obligadad. varias especies perennes) la ocurrencia de fotmjuer
inductivos es condicion necesaria para la flora¢i€mvin et al. 2005).

Aunque la mayoria de los trabajos realizados selbditado a estudiar como el
fotoperiodo afecta el desarrollo desde la emergédrasta la floracion, hay algunas
cuestiones que merecen ser consideradas. En pugagr existen especies que
responden al fotoperiodo aun después de la flarg&ommerfielcet al. 1998). En
segundo lugar, muchas plantas muestran una séteibdiferente al ambiente
fototermal segun su etapa ontogénica (Adatad. 2001), e incluso pueden darse
respuestas ambivalentes, donde el tipo de respri3@, PDL 6 PN) varia entre
distintas sub-etapas ontogénicas previas a lecitorgMiralleset al. 2003). Por ultimo,
la mayoria de las especies presentan una faséljpvesinductiva durante la cual son
insensibles al fotoperiodo (Roberts y Summerfi€l87: Elliset al. 1992) y cuya
duracion estaria determinada genéticamente (Mafoniyy 1991). Superada la fase
juvenil, las plantas alcanzan la fase vegetativdtadé fase foto-inductiva, PIP)
durante la cual pueden responder a la sefial foéajea (figura 1.2).
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Figura 1.2: Esquema de la respuesta fotoperiddica cuantitéfivea entera) y cualitativa (linea
punteada) de plantas de dia largo (izq.) y plasdeadia corto (der.). Las plantas de respuesta
neutra estan representadas en los dos graficasneoflecha de dos puntas. Adaptado de
Miralles et al.2003.

Los cambios en la duracion del dia resultan urcamdbr confiable del progreso
de las estaciones del afo, pero el fotoperiodsipgrlono es completamente
informativo de la época del afio. Algunas plantasrdhinan entre fotoperiodos
equivalentes de principios de otofio y primavereefiiendo bajo condiciones de dia
largo sélo cuando éstas son precedidas por undoeigernal de bajas temperaturas
(Yanovski y Kay 2003). Esta respuesta se denonenaalizacion y puede definirse
como “la adquisicion de la capacidad de floreckr aceleracion de la floracion de
plantas sometidas a un tratamiento de bajas tetopasa(Chouard 1960). La
vernalizacion seria, por lo tanto, un “proceso praforio” para la floracién pero no la
iniciariaper se sino que crea la capacidad (competencia) padaguplantas puedan
florecer ante condiciones ambientales inductor&é®(@rd 1960; Sung y Amasino
2004). Sin embargo, otros antecedentes sugiererequegunas especies, el
tratamiento frio no es s6lo una condicién prepaiatsino que ademas interviene en la
induccién y el desarrollo floral temprano (Wilkip#Anderson 2007).

En la mayoria de las plantas estudiadas, el estimauhalizante es percibido en
el meristema apical, ya sea del tallo de la pldotante la fase vegetativa, o el del
embrién dentro de la semilla. Como el meristema dedtar metabdlicamente activo
para responder a la vernalizacion, las semillasm@besentar cierto grado de
imbibicién para ser vernalizadas (Michaels y Amas2600). Una vez que una planta
ha sido vernalizada, el meristema mantiene la ctanpe para florecer mucho después
de su exposicion al frio. De esta manera, las @asin capaces de responder a sefiales
inductoras de la floracion de primavera-verarm (nayor temperatura o fotoperiodos
largos) ya que pueden “recordar” que han sido Vigagas previamente durante el
invierno (Sung y Amasino 2004). Por otro lado,fet® vernalizante puede ser parcial
o totalmente revertido (devernalizacién) si inmati@ente después del periodo de frio,
las plantas son expuestas a varios dias de alfgetatara, tipicamente entre 30 y 40°C
(Michaels y Amasino 2000).

Los cultivos anuales suelen tener requerimientastitativos de vernalizacion
(i.e.la floracion puede eventualmente ocurrir sin ek al frio, pero se adelanta con



la vernalizacion) o nulos. El éxito de un tratantwete vernalizacion depende, entre
otras cosas, de la temperatura a la cual las plantaexpuestas, de la duracién y
uniformidad del periodo de frio y de la edad fiégta de la planta. En la mayoria de
las plantas estudiadas, las temperaturas masvefegiara la vernalizacion estan en el
rango de 1 a 7 °C, aunque hay gran variabilidae esjpecies respecto a las
temperaturas que maximizan la respuesta (Lang Mighaels y Amasino 2000). Las
plantas deben estar expuestas a periodos de fsio mé&nos prolongadoise( de 1 a 3
meses) para lograr un efecto vernalizante (Michadlsiasino 2000). Cuanto mayor es
la duracion de exposicion a baja temperatura, megda respuesta de las plantas al
tratamiento hasta un punto de saturacioén, en elaguespuesta no varia (Henderson
al. 2003, Ausiret al. 2005). En algunas especies, interrupciones bildsatamiento
de frio pueden alterar el proceso de vernaliza@iohaels y Amasino 2000) mientras
gue en otras la vernalizacion con alternancia mgégaturas seria mas eficiente que un
tratamiento de frio continuo (Chouard 1960). Lapisximientos de vernalizacion
disminuyen por lo general con la edad de los inldios, aunque hay especies que no
responden a la vernalizacién durante los primestadéos de su desarrollo (Chouard
1960). Existe gran variabilidad respecto a la resfaude las plantas a la vernalizacion,
ya que la susceptibilidad a este tratamiento pddder marcadamente aln entre
variedades de una misma especie. (Mouradat. 2002 ; Baloctlet al. 2003).

Existen otros factores ambientales como la cald#alliz, la irradiancia o el
estrés hidrico que pueden afectar el tiempo adi@nay/o interactuar con el fotoperiodo
o la vernalizacion. Sin embargo, el efecto de dsittores sobre el desarrollo de las
plantas suele manifestarse en condiciones de eefieis extremas (Longnecker y
Robson 1994, Mat al. 1997) y parece asociarse mas con las condiciongaese
desarrolla la induccién de la floracion, que a tituisse como parte de un proceso
inductivoper se(Erwin 2007).

1.1.1.2 Sefiales ambientales involucradas en la respuesta de cultivos bienales y
perennes

En las especies perennes, principalmente de attagles, los factores del
ambiente no sélo actian como sefiales para cootdifiaracion, favorecer el
cruzamiento y asegurar el éxito reproductivo derds/iduos, sino ademas, preparan a
las plantas para soportar condiciones extremasvilErnos rigurosos (Jansson y
Douglas 2007) o sequias estacionales.

Los &rboles, especies lefiosas principalmente ppigaés (también hay
monocarpicas), son quiza el ejemplo mas claro Uas perennes. Presentan
generalmente una fase juvenil larga.puede durar décadas; Bohlenaisal. 2006) y
una etapa reproductiva que se caracteriza potdanahcia de periodos de activo
crecimiento vegetativo, dormicion, floracion vy ftificacién que se repiten anualmente
siguiendo un patrén estacional (Jansson y Doudl@%)2La diferente competencia de
los meristemas (de tallo y ramas) para florecemfierque sélo una proporcion de ellos
florezca en el afio mientras los otros permanecgetaivos para el crecimiento y
floracion de los afios siguientes (Wang, 2007).

Entre las plantas perennes herbaceas de intendreimm se encuentran tanto
especies monocarpicdas( plantas bienales) como policarpicas (varias ormaates,
horticolas y pastos, entre otras). Los antecedetai@® en unas como en otras, indican
gue los factores ambientales que regulan el dékad® especies anuales también
ocupan un rol primario en el control de la floracde estas especies (Kachi y Hirose
1983; Kinet 1993; Heide 1994; Erwin, 2007).



La mayoria de los pastos perennes de climas teogptaahen un doble
requerimiento para la induccion de la floracionniaiacion de primordios de
inflorescencia se desencadena con temperaturaalizamies y/o dias cortos, mientras
que la elongacion del tallo floral, el desarrol®ld inflorescencia y la antesis requieren
dias largos. Por otro lado, algunas pocas esps@iesienen requerimientos de
fotoperiodo largo para florecer (Heide 1994).

Otras herbaceas perennes de importancia econgmieipalmente
ornamentales y algunas horticolas, se producencbi@jerta en condiciones
ambientales semi-controladas.(con invernaculos equipados y camaras de
crecimiento) para aumentar la estacionalidad d®gacion y produccion (Erwin
2007). Debido a su alto costo de produccion, etiedios factores del ambiente en la
regulacion de la floracion de estas plantas esliesta en detalle y se han caracterizado
para varias especies y cultivares los requerimsetéaonicos y fotoperiddicos, el tipo de
respuesta (cualitativa o cuantitativa) a la vemaaiion y fotoperiodo, la duracion
efectiva de los tratamientos y las fases de magmsikilidad a los mismos (Erwin y
Warner 2002; Mattson y Erwin 2005). Asimismo, mugebenamentales se estan
clasificando segun su respuesta a la irradianoiactor ambiental cuyo rol en la
regulacion de la floracion no fue considerado hiaata poco (Erwin 2007).

Las plantas bienales suelen tener requerimientesmalizacion y/o
fotoperiodo, ya sea cualitativos (obligados) o titetivos (Prinset al. 1990). Lang
(1952) se baso en el tipo de respuesta a la veacadn para distinguir a las especies
monocarpicas entre bienales, a las que asociGao@spuesta obligada a la
vernalizacion, y anuales de invierno que respormteiorma cuantitativa. Sin embargo,
esta clasificacion no es absoluta ya que el corapiento reproductivo de una misma
planta puede variar entre localidades con caratitax$ climaticas diferentes (Amasino
2004). De hecho, muchas de las denominadas pldmeasiles”, pueden florecer en un
afo si crecen en ambientes favorables (Hirose iKi&i82) o bien demorar su
floracién mas alla del segundo afio de vida en esikstre (Kelly 1985; de Jorgg
al. 1986; Pringet al. 1990). Como la marcha fotoperiodica no varia eafi@s, esta
variabilidad estaria dada ya sea por la duraciéteasidad del periodo de frio invernal
(de Jonget al. 1986), o bien por la influencia de otros fact@etientales como la
cantidad y calidad de luz, la disponibilidad derientes, humedad y/o temperaturas
extremas (Harper y Orden 1970; de Jong 1986; R48E&; Reekiet al. 1997).

1.1.2 Regulacion enddgena de la iniciacién floral: ¢,Biomasa minima o edad
fisiologica?

En las plantas existen sefiales internas que det@nncuando un individuo es
capaz de florecer o responder a un estimulo anabieoino el fotoperiodo. Asi como
los animales son incapaces de reproducirse anteargeurrido un cierto periodo desde
su nacimiento, las plantas son a menudo incapa&ciigrdcer inmediatamente luego de
la germinacion. El periodo que sigue a la germoéraen el que la planta no es capaz
de florecer o responder a estimulos ambientaleslgsencadenan la floracidre(
permanece en etapa vegetativa), se denomina “parifasde juvenil” (Erwiret al.

2003). En el momento en que el meristema de lagpkguiere competenciieg(
capacidad de responder a estimulos de la florga@bmdividuo alcanza la “fase
vegetativa adulta” y, si se dan las sefiales anatdésndpropiadas, pasara posteriormente
a la etapa reproductiva donde se producird la foidnade primordios florales (Taiz y
Zeiger 1998).



A grandes rasgos, cuanto mayor es la duracionicelde vida de las plantas,
mayor es la duracion de la fase juvenil (Erwin 200 7%or lo tanto, mayor su relevancia
en el control del desarrollo. La mayoria de lasfala anuales presentan una fase juvenil
corta, de algunos dias o pocas semanas de duraaifas bienales, esta fase puede
durar varias semanas (Wang 2007) y en los arbaléssvaiios o décadas (Bohlenats
al., 2006).

La transicion de la fase juvenil a la fase vegesadidulta ocurre en forma
gradual a medida que aumenta la edad (Jaeger @@a6jarno (Erwin 2007) del
meristema apical. Esta transicion se evidenciaechas especies, con cambios
morfolégicos y/o fisioldgicos como variaciones amiorfologia de las hojas, la
filotaxis, capacidad de enraizamiento, entre dffasz y Zeiger 1998). En aquellas
plantas que no manifiestan variaciones aparerités,de la fase juvenil suele asociarse
con el numero de hojas formadas en el tallo praicidand y Atherton 1987; Erwin
2007; Wilkins y Anderson 2007), que es un estimaliosu edad fisiologica (Counee
al. 2000). Una vez alcanzada la fase adulta, la temaerflorecer aumenta en la
medida que la planta envejece (Erwin 2007) al igual su sensibilidad a los factores
desencadenantes de la floracion (Reid y Murfet 1977

Por otra parte, diversos estudios ecoldgicos eecispde plantas bienales y
monocarpicas perennes sugieren que el tamafioptEnka es un mejor predictor que la
edad fisiol6gica para la estimacion de parametensagjraficos importantes como la
supervivencia, el desencadenamiento de la repranuoda fecundidad (Werner 1975;
Werner y Caswell 1977; Baskin y Baskin 1979a; Ga®&l; Hirose y Kachi 1982;
Klinkhameret al. 1987a y b). Dado que plantas de una misma espedad pueden
responder al ambiente de modos muy diferentes fdigg@dlo de su capacidad de
aclimatacion), los estadios morfologicos basadda biomasa acumulada suelen
abarcar en forma mas precisa la historia previagiplantas que una clasificacion que
considere so6lo su edad cronologica (Werner 197&ed€ba manera, a diferencia de lo
observado en los cultivos anuales tradicionaldeged de un tamafio suficientemente
grande parece ser mas importante que la edad émoalen el control de la transicion
a la fase adulta en estas plantas (Taiz y Zeig@8)1@ partir de un determinado umbral
de biomasa, que asegure una produccion de seaulégsiada, la probabilidad de
florecer aumentaria directamente con el tamafiagiplantas (Gross 1981; de Jeng
al. 1986).

1.1.3 Interaccioén de factores desencadenantes ddlaacion

Las plantas responden a diferentes combinaciamssithles exdgenas y
de desarrollo autobnomo para inducir su floracioelanomento apropiado (Colasanti y
Sundaresan 2000). El desarrollo de sefiales endogenaite a las plantas retrasar su
floracion hasta alcanzar el tamafo o edad Optpacs la reproduccion mientras que
las sefales ambientales indicarian la época deiha@Sdavorable para la polinizacion y
fructificacion y asegurarian una floracion sincoan{Erwin 2007).

Entre los factores ambientales que regulan el d#kahay sefales que tienen
efectos inhibitorios y promotores de la floraci®eéves y Coupland 2000).
Generalmente, estas sefiales no actian en formaadindependiente, sino que
existen fuertes interacciones entre ellas de maddajaccion de unas puede variar la
efectividad de otras (Berniet al. 1993). De hecho, el efecto promotor de una seglal d
ambiente puede verse anulado si no se cumpleagieshdiciones en otros factores
(Erwin 2007). El proceso de floracién, no obstaateredundante en el sentido de que la
induccion floral puede alcanzarse a través dedifasentes (Erwin 2007).



Una de las interacciones mas frecuentemente dotadss en plantas de
regiones templadas es la regulacion de la florgo@drvernalizacién y fotoperiodo en
forma conjunta. La mayoria de las especies biaayadeuales de invierno requieren de
un periodo de frio y un posterior periodo de diegds para ubicar la floracion en
primavera-verano (Taiz y Zeiger 1998; Kasperbatial. 1962). El efecto de estos
factores varia entre especies y su combinaciénepdadiugar a interacciones aditivas,
sustitutivas, condicionalegd. la vernalizacion es condicion necesaria paradpuesta
a fotoperiodos largos) o sinérgicas (Kasperbatiat. 1962; Clarkson y Russell 1975;
Gianquinto 1997; Erwin 2007). También existen casoks que ocurre respuesta a la
vernalizacion con insensibilidad al fotoperiodceasibilidad al fotoperiodo con
insensibilidad a la vernalizacion (Flood y HalloE883).

Existe evidencia de que temperaturas no vernaéigaambién interactian con la
respuesta al fotoperiodo o la vernalizacion (Skafleawson 1994). Plantas expuestas a
diferentes regimenes térmicos pueden presentaeddi@s en su sensibilidad al
fotoperiodo o en el fotoperiodo umbral (Lang 193@ide y Sgnsteby 2007).
Andlogamente, plantas expuestas a diferentes fotaims pueden responder de forma
diferente a la temperatura (Slafer y Rawson 1998 .otra parte, la exposicion a alta
temperatura puede inhibir la floracién tanto emfaa inducidas por fotoperiodo como
por vernalizacion (Lang 1952; Heide 1994; Erwin 200

Otras interacciones reportadas incluyen, ademéssdmefiales del ambiente, a
los controles enddgenos de la floracion (ReekieZ 1 9@lkie et al. 2008). Estudios
recientes en plantas ornamentales sugieren queameotos en la cantidad de luz
incidente (.e. radiacion) pueden reducir la duracion de la fagenil en varias especies
(Adams 1999; Erwin, 2007). En concordancia, Pogtt®§0) sostiene que las
condiciones que promueven un crecimiento vigoragteaan la transicion a la fase
adulta mientras que condiciones que retardan eincrento pueden prolongar la
duracién de la fase juvenil. El tamafio umbral, dipdel cual muchas bienales
adquieren competencia para responder a las sefeescadenantes de la floracion,
también varia con la calidad del ambiente (Ree88¥L

Ademas de impedir la floracién en plantas juveniggdad de la planta
también afecta la induccion de la floracion en f@amaduras (Jackson y Thomas
1999). La sensibilidad tanto a la vernalizacién cahfotoperiodo varia con la edad de
la planta (Gianquinto 1997; Jackson y Thomas 1398jcluso, entre hojas de distintas
edades en una planta (Lang 1952; Khudairi 1954 gdneral, una vez que la planta
alcanza la fase adulta, exhibe una tendencia otecéeflorecer y la cantidad de ciclos
fotoperiddicos inductivos necesaria es menor (Révtirfet 1977). Por otra parte, se ha
observado que tratamientos que reducen los nieeld&genos de carbohidratos alargan
la duracion de la fase juvenil en especies lefis@s)tras que tratamientos que reducen
el crecimiento en arboles maduros promueven sadidon (Meilan 1997).

1.2 El caso deOenothera biennis

El conocimiento actual de los mecanismos involuzsazh la expresion de la
floracion resulta escaso en algunas especies proasgara ser introducidas como
nuevos cultivos de grano. Tal es el cas@daothera biennig., un nuevo cultivo
oleaginoso productor de un aceite especial queerenécido gamma-linolénico,
utilizado para la fabricacion de productos farmécéa, cosméticos y dietéticos
(Grignac 1988).

Oenothera biennika sido domesticada recientemente luego del stigtan
progreso de diferentes programas de investigataain en la seleccidon y mejoramiento
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de variedades, como en la busqueda de estrategraarkjo que optimicen la
produccion de semillas (Lapinskas 1999). Sin enmyasg cultivo presenta aun algunos
inconvenientes que necesitan ser superados pararticse en una produccion
comercial exitosa (Horrobin y Lapinskas 1993). Wiedos principales problemas reside
en la variabilidad de la cantidad de estacionese@miento que requiere para florecer:
En siembras primaverales, suele comportarse coamual, mientras que en siembras
de fines de verano-principios de otofo, puede tlagborecer en la primera estacion de
crecimiento (Lapinskas 1982). Si bien existen awitkes de que esta especie tiene una
respuesta de dias largos y requerimientos de vesnadn (Chouard 1960; Vince-Prue
1975), el entendimiento del efecto de éstas sefedatta insuficiente para explicar su
comportamiento reproductiv&l objetivo general de la tesis es, entonces, geaeun
avance relevante en el conocimiento de los factorgge determinan el
comportamiento bienal facultativo deOencthera biennis, analizando el efecto de
algunos de ellos en la promocién de la floraciénalgunas de las formas en que
pueden interactuar.

Bloomet al. (2003), explican la variabilidad en el comportamereproductivo
de esta y otras especies bienales, basandoseespleesta diferencial a la vernalizacion
de plantas “bienales facultativas” y plantas “bleaastrictas”: Las primeras deben
alcanzar un cierto tamafio minimo (o umbral) deteggeopio de la especie, poblacion
o individuo, para poder ser vernalizadas y eloegéallo floral (Werner 1975; Baskin y
Baskin 1979 a y b; Lacey 1986a; Wessenlingh y Klarker 1996; Reekiet al. 1997)
mientras que las segundas no tendrian este regeetirne., aun las semillas o
plantulas pueden ser vernalizadas (Baskin y Bak¥®4). De esta manera, plantas
bienales facultativas de idéntico tamafio umbratipoeliferir en el momento de su
reproduccion debido a diferencias en la calidadsidiel en que se desarrollan (Gross
1981; Sletvold 2002). En la medida en que hayanicemnes para el crecimiento, por
una baja calidad de sitio y/o competencia con gqif@stas, mas tiempo requerira la
roseta para alcanzar el tamafio umbral que le peresponder a la vernalizacion
(Kachi y Hirose 1985; Sletvold 2002).

Chouard (1960), califica@enothera biennisomo una especie de
requerimientos intensos y obligados de horas deggro que no puede ser vernalizada
en estado de semilla embebida, lo que haria supoenecesita alcanzar una cierta
edad o tamanfo para responder a este estimulo aalbMa obstante, Vince-Prue
(1975) la describe como una planta de requerinsecantitativos de frio (Collins y
Scarisbrick 1994) que responde a la vernalizac&seatnilla (Thomas y Vince-Prue
1997 citado en Erwin 2007). De hecho, la vernai@@ade semillas d®enotheraspp.
es una préctica cultural habitual en el norest€ldaa, donde se hidrata la semilla y
luego se la entierra en suelo congelado a prineiggoprimavera o durante el otofio
(Denget al.2001). Dadas estas inconsistenogqrimer objetivo especifico de esta
tesis es determinar el tipo de respuesta a la vermeacion deOenothera biennis, y
verificar si el tratamiento de frio post-germinacid y durante el estado cotiledonar,
tiene algun efecto sobre el tiempo a floracion.

Estudios en poblaciones espontanea®el@othera biennisugieren que,
independientemente de su respuesta a la vernalzdos individuos de esta especie
deben alcanzar un tamafio minimo antes de querégifm pueda ser inducida (Gross
1981), como ha sido observado en otras monocarpaasines (Werner 1975; Gross
1981; Hirose y Kachi 1982; Kachi y Hirose 1983 Joaget al. 1986; Lacey 1986;
Wessenlingh y Klinkhamer 1996; Reekieal. 1997). Por debajo de este umbral, las
sefiales ambientales que desencadenan la florazigerian efectivas (Klinkhamet
al. 1987b) y, por encima de ese umbral, la probalild:aflorecer en esa estacion de
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crecimiento aumentaria directamente con el tamafia tbseta (Gross 1981).
Probablemente, este sea un mecanismo que asegui@sdadividuos acumulen una
cantidad suficiente de reservas para llevar a aabaeproduccion exitosa (Werner,
1975), donde la floracién se pospondria para inengan el tamafio de plantay,
consecuentemente, la futura produccion de sen(ilksey 1986b).

Como el momento de reproduccion de esta especidaestas asociado al
tamano que a la edad de los individuos (Gross 1@8a)quier factor ambiental que
afecte la tasa de crecimiento puede influir emeehpo a floracion (Reekie 1997). No
obstante, hay autores que no descartan la impaatdatefecto de la edad en la
induccién de la floracién (Metcadft al. 2003;Childset al. 2004; Burdet al. 2006). El
tamafio minimo para floracién se ha asociado aetites indicadores morfoldgicos,
dependiendo de la especie estudiada. Entre logondisnes se encuentran: el peso seco
de la planta, el area foliar de roseta, el diame#rooseta, la longitud de la hoja mas
larga, el diametro de corona y el nimero de hdjask@ar y Schenkeveld 1984; de
Jonget al. 1986; Bloomet al.2002; Metcalket al. 2003). Este ultimo indicador también
se usa frecuentemente para estimar la edad d&atdap(Wanget al. 1995).

Numerosos trabajos ecoldgicos se han realizadoppadecir “el” tamarfio y/o
edad Optimos para la reproducciéon de especieslbgefearultativas con distintos niveles
de éxito (Rees y Rose 2002). No obstante, se hex\auo gran diversidad, no solo
entre especies sino también entre los individuashdemisma especie, en el tamafio y
edad que presentaron a floracion (Meteall. 2003). Parte de esta variabilidad
intraespecifica es atribuida a una componente geoatRees y Rose 2002; Metcetf
al. 2003), pero la mayor parte se deberia a la conmperenbiental, en particular, a las
condiciones de crecimiento previas y posteriorésiab de la reproducciéon (Reekie
1997; Reekiet al 1997). Como el tamafio umbral 6ptimo resulta d&rce entre la
capacidad de crecimiento de las plantas (que detedafutura produccién de
semillas) y su probabilidad de supervivencia (Wesgeet al. 1997), la reproduccion
ocurriria a un tamafio y edad mayores, cuanto nsggel costo reproductivo que
imponga el ambiente.€. efecto negativo de la reproduccién sobre el criegito;

Reekie y Bazzaz 1992; Reelgeal. 1997). En concordancia, Saulnier y Reekie (1995)
proponen que, en condiciones de baja disponibiliacecursos, las rosetas de
Oenothera biennideben posponer su reproduccion hasta alcanzamarib aun

mayor que las que crecen con alta disponibilidad fsarecer y lograr un output
reproductivo similar (considerando como tal a lanisa de todas las estructuras
reproductivas, que incluyen semillas, frutos ywegtrras anexas a la inflorescencia,
Thompson y Stewart, 198! segundo objetivo especifico de esta tesis cotesis
entonces, en determinar el efecto de la disponiliiad de recursos sobre la duracién
de la etapa vegetativa y el tamafio de las plantabiaiciar la reproduccion.

El comportamiento reproductivo (anual o bienaledpecies bienales
facultativas no sélo varia entre sitios de difezardlidad ambiental (Johnson 2006) sino
ademas entre afios en un mismo sitio (de ébaf 1998; Sletvold y Grindeland 2007).
Esta variabilidad interanual se ha atribuido ppatnente al grado de satisfaccion de
los requerimientos de vernalizacién (Wesselingle yahg 1995), ya sea por diferencias
en la duracion e intensidad del periodo de frieinal (de Jongt al. 1986) o bien por
las condiciones de crecimiento previas al inviggne determinaran en ultima instancia
si las plantas pueden ser vernalizadas o no (Wiegkel de Jong 1995). Si bien en la
mayoria de las bienales estudiadas la probabitiddtbrecer depende del logro de un
“tamafio umbral para la vernalizacion” (de Jeh@l. 1986; Simons y Johnston 2003),
las condiciones ambientales posteriores al invigginhién pueden ser determinantes
para la floracion de algunas especies (Wessebhgh 1997; Bloomet al. 2003).
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La exposicion a fotoperiodos largos es otro requierito obligado para la
floracion deOenothera bienni§Chouard 1960; Vince-Prue 1975) y de muchas de las
bienales que requieren vernalizacion (Wesselinighnkhamer 1996). Como la marcha
fotoperiodica sigue un patrén que se repite afftoael momento e intensidad con que
se da esta sefal inductiva es invariable entre &foebstante, es probable que la
respuesta de los individuos si difiera sustanciatenentre afios debido a variaciones en
otros factores del ambiente, como la temperatanadiacion y/o las precipitaciones,
gue modulan el crecimiento y el desarrollo, antdanante la ocurrencia de
fotoperiodos inductivos, condicionando su sensiadia esta sefial ambiental tercer
objetivo especifico es, por lo tanto, analizar pddies interacciones entre factores
ambientales normalmente asociados al crecimiento di@s plantas y la respuesta
fotoperiddica de la floraciébn deOenothera biennis.

A continuacion se presenta una sintesis de latiob$, general y especificos, y
sus correspondientes hipotesis y predicciones.
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1.3 OBJETIVOS E HIPOTESIS DE TRABAJO
1.3.1 Objetivo general

» Generar un avance relevante en el conocimientogifattores que determinan
el comportamiento bienal facultativo @&nothera biennjsy contribuir de esta
manera al entendimiento de la fisiologia reprodactie las especies
monocarpicas perennes.

1.3.2 Objetivos especificos

» Determinar si la vernalizacion @enothera biennisn estado de semilla pre-
germinada es posible.

» Cuantificar el efecto de la disponibilidad de reosr sobre la duracion de la fase
vegetativa y el tamafio de roseta a iniciacion flora

* Analizar posibles interacciones entre factores anthles que regulan el
crecimiento y la respuesta fotoperiodica de laaftadn deOenothera biennis

1.3.3 Hipdtesis

-H;) Oenothera bienniss sensible a temperaturas vernalizantes desaHaest
tempranos de su desarrollo, incluso antes de carezga la primera hoja
verdadera.

Prediccién
- En siembras primaverales, las plantas vernalgzadastado de semilla pre-
germinada induciran la floracién en esa misma teagm o presentaran una
menor duracion de la etapa emergencia-iniciaciwnalfflque plantas no
sometidas a este tratamiento.

-H2) EnOenothera biennjel momento y tamafio con que los individuos imd&a
reproduccion, depende de la disponibilidad de smsugque regulan su crecimiento.

Prediccion
- Plantas sometidas a una baja disponibilidad tigentes retrasaran su
floracion y presentaran, al inicio de su reproddiccun tamafio similar al que
habran alcanzado plantas con buena disponibilidaa mismo estado
fenoldgico.

- H3) Existe interaccion entre los factores que gobreeiarecimiento y el desarrollo
deOenothera biennide modo tal que, las condiciones de crecimientardarla
ocurrencia de sefiales inductoras de la floraci@dulan la capacidad de respuesta
de los individuos.

Prediccién
- La respuesta floral d@enothera biennifrente a fotoperiodos inductivos se
incrementa cuanto mejores son las condicionesgbaracimiento de los
individuos.
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CAPITULO 2: METODOLOGIA GENERAL

2.1 Condiciones experimentales

Todos los experimentos de esta tesis se realizr@h campo experimental de
la Catedra de Cultivos Industriales de la Faculiadgronomia, Universidad de
Buenos Aires (FAUBA) (34°35°S, 58°29°0) en un pdwide cuatro afios de duracién
comprendido entre 2005 y principios de 2009. Skzieal menos un experimento para
cada uno de los objetivos especificos presentadesapitulo 1.

El genotipo empleado fue un cultivar comercialCdamada, con antecedentes de
comportamiento bienal en siembras primaveralea ¢échlidad de Chillan (36°35’S,
72°04" O), Chile (Herrera Sepulveda, 2004). Loseeixpentos se condujeron en
macetas plasticas sopladas de 23y 7 litros, selgiinjetivo de los experimentos, cuyo
sustrato estuvo compuesto por una mezcla de tiearana. En los primeros
experimentosExp.Vnly Exp.Vn2, Capitulo 3) la proporcion de tierra-arena fue de
2:1, mientras que en los experimentos siguientpeoj@orcion se ajusté a 5:4 para
minimizar la mortandad de plantas causada poregiamiento de macetas luego de
periodos de lluvia de alta intensidad o duracion.

La siembra y/o el establecimiento de plantulasakzé en bandejas de
germinacion, bajo la cubierta de un invernaculedbilateralmente. El trasplante a las
macetas, el desmalezado y el riego se realizaréorera manual. Para el control de
plagas se empleo cipermetrina (orugas defoliadgraajbaryl (coledpteros). También
se emplearon hormiguicidas (sulfluramidas) grashasday liquidos como método
preventivo y de control de hormigas cortadoraso Sélemplearon funguicidas
(Carbendazim y Captan) durante la etapa de sieynlestablecimiento de plantulas en
las bandejas.

Los registros diarios de temperatura (maxima, manymedia) empleados para
el andlisis de todos los experimentos fueron ptosipor la Catedra de Climatologia de
la FAUBA, excepto los correspondientes al estabiamto de las plantas @&p.Vnl
(Capitulo 3) que ocurridé bajo un invernaculo catefanado. La temperatura de este
experimento se calcul6 a partir del registro téaiorario de 2 data loggers ubicados
proximos a las bandejas de trasplante. La maraha del fotoperiodo se obtuvo de la
pagina oficial del Observatorio Naval de Estadoglom
(http://aa.usno.navy.mil/data/docs/RS _OneYeal).pRara el calculo de la duracion del
dia, se considero el tiempo transcurrido entrerglreecer y el ocaso mas la duracion de
los crepusculos civiles (Goodspeed 1975).

2.2Mediciones de fenologia y tamafio

La metodologia empleada para seguir el crecimigil@sarrollo dé®enothera
biennisfue desarrollada y calibrada durante el transcdesesta tesis.
Consecuentemente, los primeros experimen@sie los afios 2005 y 2006) no
incluyen el analisis de algunas variables que fueedinidas posteriormente. Se
describen a continuacion metodologias generales@mueomunes a experimentos de
toda la tesis y una breve descripcion del cicleida de las especies bienales y de
Oenothera biennisn particular. La descripcion de metodologias es@&cificas para
cada objetivo en particular, se detallara en laidaae materiales y métodos del
capitulo correspondiente al objetivo en cuestion.
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2.2.1 Ciclo de vida dé€enothera biennis y mediciones de fenologia

Las especies bienales normalmente atraviesafages a lo largo de su ciclo de
vida: i) crecimiento de roseta, ii) elongacion @dlo o vara floral y iii) floracion y
fructificacion (Couvett al. 1990). La primer fase es preponderantemente atdgget
aunque incluye eventos reproductivos tempranos amambio del meristema apical
(o axilares segun la especie) y el comienzo kxelifciacion de primordios de
estructuras reproductivas. Estos eventos no pusetentarse macroscopicamente. Las
otras dos etapas forman parte del programa derdiésaeproductivo y, en general, la
elongacion de la vara floral es preludio de lagtodn.

En Oenothera biennjda primer fase se caracteriza por el crecimigetetativo
de una roseta acaule que se expande en el plazortat al ras del suelo (Gross y
Werner 1982). Luego de la iniciacion floral delcgde crecimiento, cuando finaliza el
programa de crecimiento vegetativo e inicia el defia reproductivo, ocurre la
elongacién del tallo floral (Ha#t al. 1988; Reekie y Reekie 1991) y se produce un
incremento notable en la tasa de crecimiento (Caetved. 1990). A medida que
transcurre la etapa reproductiva, ocurre una ttamsen la morfologia de las hojas
desde las lanceoladas y pecioladas propias dsésa; a las mas cortas y sésiles de la
vara floral (Reekie y Reekie 1991). Finalmente plastas que alcanzan la floracion
(fase iii), maduran y mueren en esa misma estal@a@recimiento (figura 2.1).

R

@

Fase | Fase Il Fase Il

Figura 2.1: Ciclo de vida d®enothera biennig ubicacion de las fases descriptas por Couve
et al(1990). Fase I: crecimiento de roseta; fase Iingdaion del tallo floral y fase Ill: floracién
y fructificacion.

Si bien Simpson (1994) ha desarrollado una eseal@dgica macroscopica para
describir el ciclo de vida d@enothera biennjsen la actualidad no existe una
metodologia para determinar con precision el momel# iniciacion floral. La primera
manifestacion visible de que la planta alcanz&®ldo reproductivo es la elongacion
del tallo floral. En la escala de Simpson (1994prener estadio reproductivo es GS
2,5 que corresponde a la elongacion del quinteeatto con una longitud mayor a su
ancho. Sin embargo, en esta tesis se optd porungadicador mas temprano del inicio
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de elongacion del tallo (el estadid 1), ya que ocurre mas proximamente a iniciacion
floral y es mas facil de determinar que GS 2,5.

En la figura 2.2 se ilustran diferentes estadidégid® de vida deDenothera
biennis Los dos estadios fenoldgicos principales a lessguhara referencia en esta
tesis sorET1, que marca el fin de la fase | y el comienzo de¢zfll yFL1 que da
inicio a la fase Ill de Couvett al. (1990). Estos estadios se describen a continuacién

- ET1: Elongacion de la vara floral (o tallo) principal @m. de distancia de la
superficie del suelo (figura 2.2c). Es la primemnifestacion macroscoépica de
gue las plantas finalizaron la fase de crecimieeggetativo de roseta y
comenzaron la fase reproductiva. Como éste esranteadificil de determinar
con exactitud, el momento de ET1 se estimo indiraente a partir de
regresiones no lineales de la altura de la plamfarcion del tiempo (figura
2.3).

- FL21: Inicio de la floracidn de una planta individuah&Jplanta alcanza este
estadio fenoldgico con la apertura de su primeraeth el tallo principal (figura
2.2d). Este carécter es objetivo y facilmente datde, incluso un dia después
de ocurrido (las flores abren al atardecer y semvarchitando durante dia
siguiente). Es equivalente al estadio GS 4,1 dedala de Simpson (1994).

Figura 2.2 Diferentes estadios fenol6gicos@enothera biennjsa) plantula con 3 hojas
verdaderas, b) roseta (13 hojas), c) inicio degdoion del tallo floral (poco despuésEIEl) y
d) FL1, primera flor abierta.
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Figura 2.3: Esquema de la estimacion del moment&dé a partir de una regresion no-lineal
(sigmoide) de la altura de la planta en funciontidehpo. El procedimiento consiste en
determinar, por despeje matematico, el momento guena planta tiene una altura de Y=1.

Los estadio&T1 y FL1 son utilizados en esta tesis para describir lalégyia a
nivel de planta individual. Las plantas que no ategion estos estadios fenoldgicos
durante el transcurso de los experimenitesr{o florecieron en la primera estacioén de
crecimiento), se consideraron bianuales. La proporme individuos de
comportamiento anua¥¢An) se calculé como el cociente entre el nUmero detas
gue alcanzaron los estadt©$1 y FL1 sobre el total de plantas que conformaron la
unidad experimental. Para la comparaciéfwe entre tratamientos se utlizo la
transformacion arcoseno de las proporciones regissr(Little y Hills 1975).

Para hacer referencia al estado de desarrollo@seencuentra una poblacion
de individuosi¢e. un conjunto de macetas que forman una unidad iexpetal), se
considero el estadio en que se encuentran el 5086 dedividuos que la componen. Se
designoET1(s0) al momento en que el 50% de los individuos alcamzal estadi&T1
y, del mismo modo, se desigh@1 o). En los casos en que no todos los individuos
alcanzaron los estadi&S1 y FL1, ET1s0)Yy FL150)Se calcularon sobre la base de los
individuos de comportamiento anual. Por ejempldesuna parcela de 20 plantas,
florecieron 15FL1 o) ocurrio cuando la octava planta abrio su primet flo

También se consider6 relevante, en algunos expetaisieel momento en que se
dio el primer registro del estadid’ 1. Este momento se desigid 1) y representa el
momento en que la ler planta de un experimento aladoza el estado reproductivo
(ET1). Se asume que antesk€;) todas las plantas estan en estado vegetativo.

La tasa de desarroll@D, dia’) entre dos estadios fenolégicos dados se calculd
como la funcion inversa del intervalo (en diasyeptlos. Por ejemplo: la tasa de
desarrollo entr&T1 Yy FL1, se denomin@Dgt1.FL1, SiIeNdOTDet1pr = l/(FLl-ETl)

Finalmente, el nUmero de hojas apareciths)(fue utilizado como un
estimador de la edad fisioldgica de las plantaalgunos experimentos. Se considerd
como aparecida a toda hoja de longitud mayor d igdam.
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2.2.2 Estimaciones de biomasa y crecimiento

Se emplearon mediciones individuales del area sitad\R) para estimar, en
forma no destructiva, la biomasa acumulada poplEstas en diferentes momentos a lo
largo de la fase vegetativAR (cnf) representa la superficie de suelo cubierta por la
parte aérea de la planta y se obtiene a partintdgrafias digitales tomadas a cada
planta individual. Este parametro sirve para estiewato la biomasa aérea como la
biomasa total (parte aérea + raiz) de las roset@edothera biennifa metodologia
utilizada para la estimacion no destructiva de leisense detalla en Anexo ).

La tasa de crecimientd C) se calculé como el cociente entre la diferennieee
dos mediciones da&R, sobre el intervalo (en dias) entre dichas medéso Se designé
TCv, tasa de crecimiento media de la fase vegetatim2/(dia), a |& C medida a partir
de la medicion dAR al momento del trasplante a campo y de la Ultiredioidn de
AR antes d&T1 ), es decir, cuando todas las plantas estabanapestgetativo.

Del mismo modo, se desigi&ep-e11(1), tasa de crecimiento media durante la
ocurrencia de condiciones inductivas de fotoperiadaTC obtenidaa partir de las
mediciones d&R al inicio del tratamiento de fotoperiodo y de liinie medicién de
AR antes d&T1 ).

2.3 Manipulacion de factores ambientales reguladosedel desarrollo

Para estudiar el efecto de las principales vasaiohplicadas en el control del
desarrolloj.e. vernalizacion y fotoperiodo, se generaron, en &oantificial,
condiciones potencialmente inductivas para la fida Estas condiciones se lograron
con la exposicion de plantulas recién germinadasagraras de frio para lograr
condiciones de vernalizacion (Capitulo 3) o biem leoextension artificial del
fotoperiodo natural mediante el empleo de lumisagi@condiciones de campo, para
lograr fotoperiodos largos inductivos (Capitulol®.metodologia empleada para la
vernalizacion de las plantulas se describe enldetalla seccion materiales y métodos
del capitulo 3. La metodologia para lograr la esitamdel fotoperiodo, se describe a
continuacion.

Los tratamientos de extension fotoperiddica coiese en suplementar los
fotoperiodos naturales con luz artificial de moédcedtender el periodo de luz a una
duracion constante de 15 6 18 horas luz/dia sdgéat@amiento FP156 FP18). Para
tal fin se emplearon temporizadores electronicogiamados para el encendido y
apagado automatico de las luminarias (Tabla 2.1).

Encendidq Apagado|Encendidq Apagado| Duracion del periodo de lyz
FP15 Ocaso | 8:00 p.m.05:00 a.m|Amanecer 15 hrs.
FP18 Ocaso | 10:00 p.m04:00 a.m|Amanecer 18 hrs.

Tabla 2.1: Secuencia de encendido-apagado de las luminanradgpextension del fotoperiodo
a una duracion constante de 15 (FP15) y 18 (Fpd@shde luz/dia. Ocaso y amanecer no

toman valores numéricos dado que varian con laség@lcanio (en la practica el encendido del
ocaso y el apagado del amanecer fueron ajustadasl&adias).
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Las luminarias consistieron de una combinaciérulied fluorescentes (36W) y
lamparas incandescentes de baja intensidad lun{#0d&) con la que se logré una luz
de composicion espectral similar a la del ocadadi@n rojo:rojo lejanc: 1.3). Las
mismas, se dispusieron por encima de las parcakasias (1 luminaria por parcela) a
una altura de 1,7 mts (figura 2.4).

Figura 2.4: Detalle de luminarias utilizadas para la extemsitificial del fotoperiodo durante
a) la fase vegetativa deenothera biennig b) el inicio de floracion de los primeros individuos
de una unidad experimental (parcela). Fotos nocatutmmadas en (a) 20/7/2007 y (b)
8/10/2007

Finalmente, se utilizo la fertilizacion como otoarha de manipular las
condiciones ambientales en que se desarrollargridatas. Si bien la disponibilidad de
nutrientes no es un parametro normalmente asoeitoegulacion del desarrollo de
los cultivos tradicionales, se consideré como eigrobable para que tenga un rol
importante en la floracion de las especies bierfaledtativas dado que, en estas
especies, el momento de reproduccion estaria niésrdeado por el tamaro de los
individuos que por su edad cronoldgica (ver refeisemnen Kachi y Hirose, 1985). La
fertilizacion fue aplicada como un tratamiento pgeaerar contrastes en el tamafio y/o
crecimiento de los individuos en los experimentosod capitulos 4 y 5, donde se
detalla el modo y momento de aplicacion.

Recapitulando, en esta tesis se manipularon tistirariables ambientales
candidatas a ser reguladoras del desarrollo acftoraleOenothera biennis
Especificamente se analizo el efecto de la verm@bn aplicada en estadios iniciales de
las plantulas (Capitulo 3), de los fotoperiodogdar(inductivos) logrados mediante la
extension con luminarias (Capitulo 5) y de la dispitidad nutricional mediante el uso
de fertilizante (Capitulos 4 y 5). En todos ellesrddieron variables fenoldgicas
asociadas al inicio de la reproducci&T(, excepto en Capitulo 3 ya que todavia no se
habia establecido como medir este estadio) ydadidn ¢L1), asi como del
comportamiento reproductivo de la espeété\(). Por ultimo, en los capitulos 4y 5 se
emplearon variables de crecimientdR(y TC) y de edad fisiologicaNH) para tratar
de explicar como el tamafio interviene en la regdadel desarrollo y comprobar si el
tamano es mejor indicador que la edad de la capédcid las plantas de responder a los
estimulos ambientales desencadenantes de la @araci
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CAPITULO 3: VERNALIZACION DE OENOTHERA BIENNISEN ESTADO
DE PLANTULA.

3.1 Introduccion

La vernalizacion es un requerimiento generalizaata fa floracion de las
especies bienales (Bendgral.2002a) . La mayoria de estas especies tienen
requerimientos absolutos (obligados) por lo queiscapaces de florecer sin la
exposicion previa a periodos prolongados de fram{l 1952; Michaels y Amasino
2000; Amasino 2004; Sung y Amasino 2005). Adenampién hay especies bienales
con requerimientos facultativos (cuantitativos¥rile@ y, en menor proporcion, especies
insensibles a la vernalizacion (Anexo I).

Las especies monocarpicas difieren en el estadgénico en que son capaces
de ser vernalizadas. Por ejemplo, especies ant@ies l0os cereales invernales, pueden
ser vernalizadas en estadios tempranos de sualksancluso en estado de semilla
inmadura (Urbano Terrén 1992). Otras plantas, sihaggo, son incapaces de recibir el
efecto estimulador del frio en estado de semitlalyen alcanzar una determinada edad
o estado ontogénico para poder ser vernalizadd&(idrTerron 1992; Michaels y
Amasino 2000).

Bernier,et al. (1981) sostienen que las plantas que presentaeniegentos
absolutos de vernalizacion atraviesan normalmemaefase juvenil durante la cual son
insensibles a las bajas temperaturas vernalizéibiekenet al.2005). A su vez, en la
mayoria de las especies bienales facultativasiasiaglise ha encontrado que la
respuesta a la vernalizacion esta condicionadalgogro de un umbral minimo de
biomasa (Werner 1975; Baskin y Baskin 1979a y los&1981; Taiz y Zeiger 1998),
por lo que la aplicacion de un tratamiento de dridas semillas de estas especies
tendria un efecto minimo o nulo (Lang 1952). Paat parte, también hay antecedentes
de especies bienales cuya vernalizacion no dependigrtamano de planta, aunque
éstas son menos frecuentes (Klinkhaeteal. 1987 a y b; Kachi 1990).

Oenothera biennik. ha sido caracterizada como una tipica plargaddicon un
requerimiento absoluto de vernalizacion para leiagion floral la cual ocurre,
posteriormente, bajo condiciones inductivas ddaigo (Chouard 1960; Picard 1967).
Como tal, la vernalizacién en estado de semillaghida seria ineficaz (Chouard 1960)
y la capacidad de respuesta a la vernalizaciofcaazaria recién con la expansion de la
décima hoja, en condiciones de dia largo, o d&gksima hoja en condiciones de dia
corto (Picard 1965 citado en Urbano Terron 1992)oNstante, antecedentes mas
recientes indican qu@enothera biennisesponde cuantitativamente a la vernalizacion
(Vince-Prue 1975 citado en Collins y Scarisbrick4Py que incluso puede ser
vernalizada en estado de semilla embebida (Thorvascg-Prue 1997 citado en Erwin
2007).

Independientemente del antagonismo entre los atdates citados, la
caracterizacion de la respuesta a la vernalizabémna especies de utilidad para
definir la factibilidad de su cultivo en diferentesnas productivas y/o distintas épocas
de siembra. Adicionalmente, esta informacion resutiprescindible para entender o
interpretar la variabilidad interanual que se nmasih comunmente en el
comportamiento reproductivo de las especies bisrfatailtativas (Klinkhamest al.
1991). Por lo tanto, el objetivo de esta secciotadesis es verificar si la vernalizacion
es un requerimiento obligado @enothera biennig determinar si el tratamiento de
frio, en estado de semilla pre-germinada, es gteptira satisfacer ese requerimiento.
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Para ello, se pone a prueba la primer hipétesestietesisH,), que establece que
Oenothera bienniss sensible a temperaturas vernalizantes, ineligs de que
aparezca la primera hoja verdadera.

3.2 Materiales y métodos

Durante el aflo 2005 se llevaron a cabo dos expatos Exp.Vnly Exp.Vn2)
en el campo experimental de la Facultad de Agroapbriiversidad de Buenos Aires
(FAUBA, 34°35°S, 58°29°0) para determinar si lanadizacion artificial de semillas
embebidas adelanta la floracion@anothera biennisEstos experimentos se realizaron
en fechas de siembra contrastanEeg(Vnl en invierno YExp.Vn2 en primavera) con
el fin de generar diferencias en las condicionestidomales exploradas por las plantas
luego de la vernalizacion. Los detalleskdg.Vnl y Exp.Vn2 se presentan a
continuacion (tabla 3.1).

Exp.Vnl Exp.Vn2
Vn+ Vn- Vn+ Vn-
Siembra en incubadora 20/30°C 15/06/2(a@307/200%06/09/200%05/10/200%
Entr. A camara (Vn:5°C S/Vn: 20/309@y/06/200514/07/200%08/09/200%07/10/200%
Repique a Spildings bajo cubierta 19/07/2[A®307/200%12/10/200%12/10/200%
Trasplante a macetas a campo 07/09/20089/200%09/12/200%09/12/200%
Dias en camara 5°C 32 0 34 0
Numero final de plantas/trat. 48 50 44 50

Tabla 3.1: Cronograma de actividades desarrolladas pararlgraratamiento¥n+ y Vn- en
Exp.Vnly Exp.Vn2y nimero de plantas que completaron exitosamestexperimentos.

En ambos experimentos se procedié de manera siddamplearon dos
tratamientos: vernalizacion de semill#n¢) y testigo sin vernalizaMp-). Paravn+,
semillas de&denothera biennise dispusieron sobre un papel de germinacion
humedecido en bandejas plasticas cerradas hermétita. Estas bandejas se colocaron
en una camara climatica de temperaturas alterr{28a80°C), necesarias para la salida
de dormicién vy se retiraron a los 2 dias, cuanadodyoria las semillas ya habian
extruido la radicula. Luego de la germinacionskmillas se sembraron en bandejas
con arena humedecida (a 7 - 10 mm de profunditsiuales permanecieron en una
camara oscura de 5 °C durante 32-34 dias (tablaLza Huracion del periodo de frio
fue similar a la empleada para la vernalizaciésetaillas deO. biennisen siembras
primaverales de Polonia, aunque con una tempenigeramente superior (Krél 2007).
A lo largo del tratamiento de vernalizacion, lasdigas se revisaron periddicamente
para regar oportunamente las plantulas y asegoeadecuada provision de oxigeno.

En forma paralela, aproximadamente una semana @afasalizado el periodo
de vernalizacion dgn+, se incubaron semillas 8- en camara climatica de 20-30°C.
Las que germinaron se sembraron en bandejas coa lanenedecida y retornaron a la
camara de 20 — 30 °C donde permanecieron hastagjpt&ntulas lograron un tamafo
de hipocadtile similar al que alcanzaron las pléagwlernalizadas (5 a 7 dias).

Las condiciones posteriores a la aplicacion déreaamientos fueron las mismas
paraVn+ y Vn-. Las plantulas logradas se trasplantaron a bamdejgerminacion
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(tierra-arena 2:1) y se colocaron bajo cubierta aé asegurar un buen establecimiento
y minimizar los riesgos de mortalidad. Erp.Vn1l la cubierta consistié en un
invernaculo con calefaccion para evitar efectogataalizacion natural de las plantulas
por la temperatura ambiente de invierno, mienttesenExp.Vn2 se empled un
invernaculo sin control de temperatura.

Una vez establecidas, las plantulas se trasplantansacetas de 23 litros (tierra-
arena 2:1) y se agruparon en grupos de veinteuguerf llevadas a condiciones de
campo. ErExp.Vnl se utilizé un disefio completamente aleatorizaddAJ) mientras
que erExp.Vn2 se uso6 un disefio en bloques completos aleator(BIGA), para
reducir posibles efectos de sombreo de un expettnsglyacente. Ambos contaron con
tres repeticiones por tratamiento. Hubo un porgentariable de plantas que murieron
antes de finalizado el experimento por lo que ehend final de plantas difirio
ligeramente entre tratamientos (tabla 3.1).

Se registré el momento en que inicio la floraaiéda planta individuaHL1).
El porcentaje final de plantas anual®&sAn : plantas que florecieron y maduraron en el
primer ciclo experimental) y el tiempo transcurritksde el trasplante hasta floracién
(FL1(50): 50% de los individuos con al menos una flor ahjese comparo entre
tratamientos mediante una pruélake significancia estadistica.

Para aumentar la sensibilidad del analisis la dicgiatel inicio de la floracion
de cada tratamiento (proporcién de plantakleh en funcién del tiempo) se ajusté a un
modelo no-lineal (funcidn sigmoidea de Boltzmaruyas parametros también se
analizaron estadisticamente. La formula, la reptas@n grafica y una interpretacion
bioldgica de los parametros del modelo empleaqoessentan en la Figura 3.1.
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Figura 3.1: Férmula y esquema del modelo sigmoidal de Bolteminterpretacion de los
parametros del modelo:

- X: Unidad de tiempo (dias trascurridos desde el lantg).

-Y: Proporcién (%) de los individuos de una unidadegxpental (macetas agrupadas
en microparcelas) que alcanzaron el estadio feifmaléd 1 en el momento X.

- a: Minima proporcion de individuos que alcanzan &ai® fenologicd-L1.

- b: Mé&xima proporcion de individuos que alcanzan &dis fenoldgicd-L1. Puede
tener valor entre 0 y 100%.

- ¢: Momento (dias desde el trasplante) en que ocusstatlio fenoldgico en el 50% de
los individuos que alcanzan dicho estado al firhleckperimento.

- d: Indicador de la tasa con que los individuos depotdacion alcanzan el estadio
fenologicoFL1. Da idea de la sincronia o asincronia de una pilan iniciar la
floracion. Cuanto menor es este valor, mas sinceoes la floracion.
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3.3 Resultados

Las fechas de siembra empleadas en los experimexpognl y Exp.Vn2
permitieron generar situaciones contrastantes ambiente fototermal explorado por
las plantas al finalizar la aplicacion de los tn@intos de vernalizacidvin+ y Vn-
(figura 3.2, tabla 3.2). Estas diferencias deteamin importantes variaciones en la
longitud del ciclo de las plantas hasta la floradiiigura 3.3b, Tabla 3.3) y en el
comportamiento reproductivo las plantas (figura}.3

Las mayores diferencias en el ambiente térmicorigcan a campo, durante el
crecimiento vegetativo de las rosetas y elongadesu tallo floral, con temperaturas
medias superiores en 5,5 °Ckxp.Vn2 respecto &xp.Vnl. También se registraron
diferencias térmicas importantes durante la fasestiblecimiento de las plantulas bajo
cubierta (3,2 °C superior &xp.Vn2) debido principalmente a una mayor Tmin
promedio en ese experimento. Durante el inicidal@adion (cuando las plantas estaban
alcanzando el estadi_1) las diferencias fueron menos marcadas con terupasa
levemente superiores &xp.Vnl. En cuanto al ambiente fotoperidédiéop.Vn2
explord, en general, condiciones luminicas potémeate mas inductivas (dias mas
largos) hasta fines del periodo pre-floracion (@&hR).

40 18

Temperatura (°C)
(sy) opoliadoioH

— Fotoperiodo

0 30 60 90 120 150 180 210 240
Dias desde el 1°Julio

— e EG

Figura 3.2: Condiciones fototermales (T media, T min, T max?y Exploradas luego de la
aplicacioén de los tratamientd® +yVn- enExp.Vnly Exp.Vn2. Las lineas enteras
representan las condiciones ambientales a la imtgenp las punteadas las condiciones bajo
cubierta en invernaculo con calefaccion. Las bateds parte inferior del gréfico indican los
periodos en que ocurrieron las fases de estabkdionde plantulas en bandejas bajo cubierta
(trama rayada) y de crecimiento de plantas en rmaegt condiciones de campo (sin trama). La
barra amarilla sefiala el periodo de inicio de fidna (FL1), deVn+ y Vn- en forma conjunta,
para cada experimento.
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Bandejas bajo cubierta

E xp.1 Exp.2 H[Exp. 2-Exp.1]
Duracion (dias) =0 =4 =]
Trmeca (°C) 172 + 037 204 * 053 52
Tmin (°C) 125 + 042 148 + 052 26
Trnax °C) 254 + 059 258 * O0F 0s
FP{hs) 117 + 005 147 + 007 5

Crecimiento prefloracion (a campo)

E xp.1 Exp.2 AIExp.2-Exp.1)
Duracion (dias) a5 49 A7
Tmedlia (°C) 184 &£ 047 233 = 043 55
Tmin (°C) 132 £ 046 185 = 042 54
Tmax [°C) 237 +£ 052 243 + 052 5E
FP(hs) 141 + 009 153 + 002 12

Inicio de floracion (FL1)

Exp.1 Exp.2 AIExp.2-Exp.1)
Duracion (dias) 31 17 14
Trecia ("C) 245 + 056 238 t 077 A
Tmin (C) 191 + 053 188 = OF 03
Tmax [°C) 305 + 05 285 + 094 A7
FP(hs) 154 £ 001 145 + 004 03

Tabla 3.2: Cuadro comparativo de lasndiciones fototermales exploradastep.Vnly
Exp.Vn2 luego de la aplicacion de los tratamientos- y Vn-. Para cada variable se presenta
el valor medio entre tratamientos, el error estagdd diferencial entre experimentos.

En los dos experimentos la vernalizacién de sesiillgo un efecto promotor
sobre la floracion d®enothera bienni€En Exp.Vnl, este efecto se manifesté como un
incremento en la proporcion de individuos anuafe®/a+, aunque solo para un nivel
de significancia cercano al 10% (p = 0,09, fig 3.8a proporcion de plantas florecidas
en la primer estacién de crecimiento fue relativate@alta: 93,8% 6,2 y 84,1%:t 2,9,
paraVn+ y Vn- respectivamente. A su vez, las plantas vernalizadaeron una mayor
tasa de desarrollo hasta floracion, ya Yae abrio la primer flor, en promedio, casi 5
dias antes qun- (p<0,05, figura 3.3b). El inicio de floracion d€l% de los
individuos ocurrié a 105y 111 dias del trasplantampo en+ y Vn-
respectivamente.
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Figura 3.3: a) Proporcion de individuos de comportamiento aniahii , plantas florecidas en
esa temporada)ly) dias transcurridos desde el trasplante hastéca uhe floracion del 50% de
las plantas anualeBI(1sq), enExpl. TratamientosVn+, plantas vernalizadas en estado de
semilla pre-germinadayn-, plantassin vernalizacion artificial. Letras diferentesireah
diferencias significativas y ns, sin diferenciagretratamientos (p<0,05).

La dinamica del inicio de floracion, para los d@amientos, pudo
representarse adecuadamente con la funcion sigrdeiBeltzmann (r2=0,96 n=105 y
r2=0,96 n=105 pardn+ y Vn- respectivamente, figura 3.4). En concordancialaen
resultados anteriores, solo se encontraron difagisagynificativas (P<0,05) en los
parametros de la funcién que hacen referencigpeofzorcion final de plantas florecidas
(parametro b) y al momento en que ocurrio el indadloracion en el 50% de los
individuos de cada tratamiento (parametro c) (t&8d
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Figura 3.4: Dinamica del inicio de floraciorFL1) de plantas d®enothera biennjs
vernalizadas en estado de semilla pre-germindda)(y sin vernalizacion artificial{n-),
correspondientesBxp.Vnl. Las lineas llenas indican el ajuste de las obs@ues segun la
funcion de Boltzmann (n=105), los simbolos los kedgpromedio observados y las barras su
error estandar (n=3).
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a b C d
Vn+ 0,5892 93,72 105,5 2,83
Vn- 0,3709 81,46 108,9 3,09
Valor-p| 0,9406 <0,0001 <0,0001 0,503

Tabla 3.3: Valores predichos de los pardmetros de la funogdBaltzmann, aplicada a los
tratamientod/n+ (vernalizadas en estado de semill&)ny (sin vernalizacidn artificial) del
Exp.Vnl.

Los resultados dExp.Vn2, siguieron un patron similar al de loskbep.Vnl,
aunqgue con una floracidn mas temprana, una prapootnsiderablemente menor de
plantas florecidas y una mayor variabilidad engygeticiones dentro de los
tratamientos. En términos generals; tendid a incrementar la proporcién de
individuos anuales respectd/a- (52,5% envn+ vs 33,8 % envn-, p<0.1, figura
3.5a), y a reducir el tiempo medio hasta floragE®dias efvn+ vs 54,7 dias eWvn-,
p=0,13) aunque sin diferencias significativas (P5Pentre tratamientos (figura 3.5b).
Sin embargo, cuando se analizaron los resultagastia de la regresion de Boltzmann
(figura 3.6), las diferencias entre tratamientolisgron mas evidentes ya que, a un
nivel de significancia del 5%yn+ present6 tanto una mayor proporcién de plantas
anuales (parametro b) como un menor tiempo mefiawacion (parametro c) (Tabla
3.4).
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Figura 3.5: a) Proporcion de individuos de comportamiento ant4ahii , plantas florecidas en
2005) yb) dias transcurridos desde el trasplante hastéca ohe floracion del 50% de las
plantas anuale$(1sg) enExp2. TratamientosVn+, plantas vernalizadas en estado de semilla
pre-germinada ¥/n-, plantassin vernalizacion artificial. ns indica que no ldifgrencias
significativas (p<0,05) entre tratamientos.
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Figura 3.6: Dindmica del inicio de floraciori-C1) de plantas d®enothera biennjs
vernalizadas en estado de semilla pre-germindda)(y sin vernalizacion artificial{n-),
correspondientesxp.Vn2. Las lineas llenas indican el ajuste de las obs@mes segun la
funcién de Boltzmann (n=66) y las barras su erstdrear (n=3).

a b C d
Vn+ -3,684 51,67 52,06 2,456
Vn- 0,1753 34,40 54,64 4,144
Valor-p  0,5798 <0,0001 0,0256 0,7733

Tabla 3.4: Valores predichos de los pardmetros de la funocgBaltzmann, aplicada a los
tratamientod/n+ (vernalizadas en estado de semill&ny (sin vernalizacién artificial) del
Exp.Vn2.
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3.4 Discusion

Estos resultados apoyan la hipétesis Qeaothera bienniss factible de ser
vernalizada en estado de semilla embebida (k& respuesta a la vernalizacion tuvo un
caracter tanto cualitativo como cuantitativo ya tasesemillas tratada¥ig+),
presentaron una menor proporcion de individuosodeportamiento bienal.€. mas
plantas florecieron en la primera estacion de orexito) y una floracion mas temprana
en los individuos anuales. Estos resultados codeneson lo establecido por Thomas y
Vince-Prue (1997) pero contrastan con Chouard (1 %80ard (1965) y otros trabajos
gue sostienen que la vernalizacion de especiealbgfacultativas sélo es posible tras
el logro de un determinado tamafio umbral (Wernéb1Baskin y Baskin 1979 a y b;
Taiz y Zeiger 1998; Bloorset al.2002; Bloomet al.2003) y/o cantidad de hojas
expandidas (Picard 1965; Bernedral. 1981 citado en Dieleet al.2005; Erwinet al.
2002).

La posibilidad de vernalizar semillas tendria uplécacion practica directa,
sobre todo en siembras primaverales y con espeamesequerimientos obligados de
frio, ya que haria factible la produccion de calsien un sélo ciclo productivo (Urbano
Terron 1992). En algunas regiones de China, dechesla practica se realiza
comunmente en el cultivo d@enothera biennison la siembra de semillas embebidas
en el suelo congelado (Dergal.2001). En regiones con inviernos mas benignos el
mismo efecto podria lograrse artificialmente metdiaah empleo de camaras de frio
(Whyte 1948).

A raiz de los resultados obtenidos, una primeestidn importante a analizar es
gue, si bien la vernalizacion de semillas contriosignificativamente a reducir el
problema de la bianualidad, hubo una proporciérsidenable de los individuos
tratados que no florecieron, especialment&xnVn2 (figuras 3.5a y 3.6). Esto puede
deberse a causas diversas como ser: i) que ehtesit de vernalizacion no fue
completamente eficiente, ii) a posibles efectodaleernalizacion, o bien iii) a que otros
requerimientos necesarios para la floracién noolusatisfechos.

En el primer caso, es probable que no todos tigiduos tratados hayan
logrado satisfacer sus requerimientos de frio,diehila naturaleza cuantitativa de la
respuesta a la vernalizaciare(cuanto mayor es la duracion del tratamiento, mkyor
respuesta, Gianquinto 1997; Hendersiral. 2003) y a la variabilidad intraespecifica o
intrapoblacional que generalmente presenta estetear(\WWesselingh y de Jong 1995;
Boudryet al2002; Metcalfet al2003; Stinchcombet al.2005). En este sentido, puede
ser que la duracién del tratamiento de frio (apbosemanas) haya resultado
insuficiente para satisfacer el requerimiento d®de todos los individuos, o bien que
las condiciones en que se efectud el tratamiemt@ @n oscuridad) no hayan sido las
optimas. Si bien un tratamiento de 3 semanas a€s ¥ficiente para saturar la
respuesta a la vernalizacion e inducir la floradé®enothera fruticosg§Cloughet al.
2001), Chouard (1960) y Picard (1965) recomiengaraO. biennis un tratamiento de
10 semanas, con temperaturas alternadas (11 G 8@ noche) y una fuente de luz
para la fotosintesis de las plantas. Estos autsireembargo, vernalizaron plantas de 10
a 20 hojas expandidas, no semillas. La tempergtlarauracion del periodo de frio
empleadas en esta tesis son acordes a la apligaaka vernalizacion de semillas en
otras especies conaphanus sativu0 dias, 5 °C, Suge y Rappaport 1968ytuca
serriola (28 dias, 2-4 °C, Marks y Prince 197M)abidopsis thaliang27 dias, 4 °C,
Nordborg y Bergelson 199%®jcia faba(36 dias, 2-3 °C, File&t al.2000),Lens
culinaris (30 dias, 1,5 °C, Summerfiedd al. 1985),Brassica napuy Brassica juncea
(25 dias, 3 °C, Robertsoet al.2002), algunas variedades @gchorium intybug4
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semanas, 4 °C, Dielet al.2005) y formas bienales @rassica campestri@1 dias, 4-
6 °C, Chakravarti 1964, citado en Hodgson 1978jeestras. No obstante, hace falta
mas investigacion para determinar cual es la domacias condiciones térmicas y
luminicas Optimas que saturen la respuesta a tehlzacion de semillas édenothera
biennis

En cuanto a la devernalizacion, no parece prol#es| bajo porcentaje de
anualidad ocurrido exin+ de Exp.Vn2, haya sido producto de la reversion de la
vernalizacion por exposicion a altas temperatlasievernalizacion tipicamente
ocurre con temperaturas en el rango de los 30-4Bé&fieret al. 1981, citado en
Michaels y Amasino 2000) aunque también puede maon temperaturas de 25-30 °C
(Erwin 2007) o incluso de 20-25 °C (Gianquinto 19%a temperatura media que
exploraron las plantas luego del tratamiento daaleracion, tanto eBxp.Vnl como
enExp.Vn2, estuvo generalmente por debajo este rango @ad)aSolo la temperatura
maxima durante la fase de crecimiento a campexgnvn2 (59 dias después de la
vernalizacion), parece ser suficientemente altaccpamna tener efectos devernalizantes.
Sin embargo, para que la devernalizacién hayamidible, la exposicion a altas
temperaturas debid haber ocurrido inmediatamepteco después de finalizado el
tratamiento de frio (Gianquinto 1997; Michaels y @simo 2000), es decir, durante la
fase de establecimiento bajo cubierta. No habnardalizacion durante esta fase, ya
gue la temperatura maxima promedio no difirié deathsde la del establecimiento de
Exp.Vnl (tabla 3.2) donde el porcentaje de plantas veraddis de comportamiento
anual fue considerablemente mayor.

Como la vernalizacion no es el unico factor qupile el desarrollo de
Oenothera biennjda baja proporcién de individuos anuale€ap.Vn2 puede ser
producto del incumplimiento de otros requisitosaesacios para la induccion de la
floracion, por ejemplo, la exposicion a dias larffosouard 1960; Vince-Prue 1975). Si
bienExp.Vn2 exploro a lo largo de toda la fase pre-floraciondiciones de
fotoperiodo mas inductivas qip.Vnl (figura 3.2, Tabla 3.2), es probable que las
plantas no hayan respondido a esta sefial indystorialta de competencia o
sensibilidad a la misma. Los individuos de la epemparentad®enothera
erythrosepalapor ejemplo, tienen que generar un area foliaal dieenos 60 chpara
poder responder a los fotoperiodos largos necasaai@ su floracién (Kachi y Hirose
1983). La posibilidad de que el tamafio de plantalimione la respuesta al fotoperiodo
de Oenothera biennise discutira mas adelante en el capitulo 5. Poioelento, como
enExp.Vn2 la fase de crecimiento pre-floracion duré practieate la mitad que la de
Exp.Vnly el fotoperiodo hacia fines de la misma estabiaagto decrecimiento
(figura 3.2), queda abierta la posibilidad de que proporcién importante de los
individuos deExp.Vn2 no haya logrado el tamafio y/o la edad necesaai@s p
responder a esta sefial ambiental mientras durasarohdiciones fotoperiddicas
inductivas. Tampoco se descarta la posibilidaduseafro factor, como temperaturas
extremas durante la ocurrencia de fotoperiodosciinghs enExp.Vn2, hayan impedido
la reproduccion de una fraccion de los individuas Babiendo satisfecho sus
requerimientos de vernalizacion y/o tamarfio (Reekad.1997). La discusion de este
tema se retomara en el Capitulo 6 (Discusion gbnera

La otra cuestion importante a analizar es el hegtgouna proporcion bastante
alta de los individuos haya florecido sin vernatida alguna¥{n-). Esto pondria en
evidencia que la vernalizacion no es un requeritaiebligado para la floracién de
Oenothera biennis, al menos, no lo seria para una fraccion imptetde los
individuos del genotipo estudiado en esta tesi® B3 es el primer antecedente que
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registra floracion sin vernalizacion en una espeoierequerimientos de frio
supuestamente obligados. De hecho, Ratrad. (1990), encontraron que, en
condiciones de buena disponibilidad nutricionalcaalel 17% de los individuos de
Senecio jacovaefiorecieron en ausencia de frio.

Es discutible que los individuos sin vernalizacatificial (Vn-) hayan florecido
a causa de haber experimentado temperaturas maguntal vernalizantes durante el
establecimiento bajo cubierta y/o la fase de crixito pre-floracion a campo. El rango
Optimo de temperaturas efectivas para la vernafimageneralmente se ubica entre 1y
7°C (Lang 1965; Michaels y Amasino 2000), aunqukagmactica, para caracterizar el
potencial de vernalizacion de un ambiente, suelsiderarse la cantidad de horas con
temperaturas entre 0,5 y 10 °C (Baskin y Baskirfa9Bendeet al2002a; Bloonet
al. 2003). Tanto efxp.Vnl como erExp.Vn2, se registraron unos pocos dias aislados
con temperatura minima por debajo de 10 °C (Figw¥ha Por lo tanto, la vernalizacion
natural no habria sido posible ya que para haliede deberia haber ocurrido una
exposicidon mas prolongada al frice(varias semanas), ya sea durante un periodo
continuo o brevemente interrumpido (Urbano Terrg92).

Respecto a las discrepancias encontradas entkxsedentes sobre el caracter de
la respuesta a la vernalizacién, obligada (Chow@é®) o facultativa (Vince-Prue
1975) deDenothera biennjses probable que éstas tengan una base genétisgerne
muchas especies monocarpicas que presentan f@awgmtrazas con requerimientos
(anuales de invierno o bienales) como sin requeritos (anuales de verano) de
vernalizacion (Amasino 2004; Amasino 2005). Algsiefemplos de la literatura son:
Hyosciamus NigefLang 1952)Arabidopsis thaliangdChouard 1960\ elilotus alba
(Kasperbaueet al. 1961),0enothera erythrosepal@achi y Hirose 1983)yerbascum
thapsugReinartz 1984)Melilotus officinalis(Bernieret al. 1993),Beta vulgaris
(Boudryet al.2002)Cichorium intybugDielenet al. 2005) yFragaria vescaHeide y
Sgnsteby 2007) entre otr&enothera biennjgor su parte, ha sido caracterizada como
una especie con una amplia variabilidad en térmilecsubespecies y razas (Deh@l.
2001). Por lo tanto, cabe la posibilidad de quaitesencias entre Chouard (1960) y
Vince-Prue (1975) se deban simplemente a que astores hayan caracterizando la
respuesta a la vernalizacion de la misma espquaetia de dos poblaciones con
requerimientos diferentes.

En la actualidad, existe al menos un cultivar nagjordeOenothera biennison
requerimientos reducidos de frio, el cv. “Anothgf@hasemnezhad 2007). Este cultivar
ha sido desarrollado recientemente y se ha utdizat éxito en siembras primaverales
(Ghasemnezhad y Honermeier 2007; Ghasemnezhaderideier 2008). Se desconoce
si el genotipo estudiado en esta tesis tiene dlgarde relacién con el cv. Anothera. No
obstante, los resultados logrados en este capi¢uinitieron establecer que, aunque la
vernalizacion no sea un requerimiento obligadtragdmiento de semillas con frio tiene
un efecto promotor de la floracion y contribuyecéit@mente a reducir el problema de
la bianualidad.

En los capitulos siguientes se abordara el efedttacthafio de las plantas sobre
la regulacién de su desarrollo, factor que se premmmunmente como determinante
del momento de floracion de la mayoria de las espdxenales facultativas.
Especificamente, se analizara en el capitulo&feeto de la nutricion mineral sobre el
comportamiento reproductivo y el tiempo a floracit@Oenothera biennis
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CAPITULO 4: EFECTO DE LA DISPONIBILIDAD DE NUTRIENT ES SOBRE
LA DURACION DE LA ETAPA VEGETATIVAY EL TAMANO AL |  NICIO DE
LA ETAPA REPRODUCTIVA DE OENOTHERA BIENNIS.

4.1 Introduccion

Tradicionalmente, las especies bienales se hamitesomo plantas que
germinan y permanecen en estado vegetativo dueptenera estacion de
crecimiento, mientras que florecen, generan estrastreproductivas y mueren en la
siguiente (Werner 1975; Klinkhamer al. 1987a). Esta definicion se aplica
perfectamente a unas pocas especies “bienaled@&stpero no necesariamente a las
especies “bienales facultativas” que son mas comenda naturaleza (Kelly, 1985).
En las primeras, la floracion dependeria de la el@dds individuos y ocurriria sélo en
la segunda estacion de crecimiento, mientras quesesegundas, la floracion podria
estar regulada en mayor medida por la acumula@driainasa en las plantas,
manifestandose una gran variabilidad en la cantildaglstaciones de crecimiento que
requieren para florecer (Baskin y Baskin 1979ajyKe985; Klinkhameret al. 1987 a,
b; Lacey 1988; Prins 1990; Wesselingh y de Jong;1B®omet al. 2003).

La heterogeneidad en el comportamiento reproduckévlas plantas bienales
facultativas tiene una componente genética peesiashayormente determinada por la
variabilidad ambiental (Lacey 1988; Reekie 1997elkeet al. 1997; Johnson 2006).
Estas especies suelen tener un ciclo bienal eneateliricos en nutrientes, como
establecimientos productivos o jardines botanipesy retrasan su floracion a afios
posteriores en ambientes naturales menos favornahtasel crecimiento (Priret al.

1990; Wesselingh y de Jong 1995; Batal. 2006). Por otra parte, en ambientes de
muy alta fertilidad las plantas pueden manifestacialo de vida anual (Klinkhamet
al. 1991).

Existe consenso en que la duracion de la etapstateg en estas especies
depende en mayor medida del tamafio de las planéadegsu edad cronoldgica
(Werner 1975; Gross 1981; Kachi y Hirose 1985; kKiiameret al. 1996; Reekiet al.
1997; Sletvold 2002; Metcadft al. 2003; Sletvold y Grindeland, 2007). De hecho,
varios modelos demogréficos de ecologia poblacisugieren que, en condiciones
naturales, las plantas se mantienen en estadcaw@gédiasta alcanzar un tamafo
umbral 6ptimo que maximiza el éxito reproductiva¢Ki y Hirose 1985; Wesselingh
al. 1997; de Jongt al.2000). Este tamafio umbral (o critico) es un cargmbpio de
cada especie 0 poblacion y resulta del balance dos procesos tamafo-dependientes:
la capacidad de crecimiento de los individuos (yndeementar la produccion de
semillas futura) y su probabilidad de morir antesattanzar el estado reproductivo
(Saulnier y Reekie 1995; Wesselingh y de Jong 198#5selingh y Klinkhamer 1996;
Wesselingtet al. 1997; Rees y Rose 2002; Metaaifal. 2003; Childset al. 2004).

El tamafio umbral se define como el tamafio que lamgoindividual debe
superar para ser capaz de florecer (Wessebhgh 1993, 1997; Childst al. 2003).
Sodlo tras cumplir este requerimiento de tamarfplestas adquieren competencia para
responder a los factores ambientales desencadsrignta floracion como la
vernalizacion y el fotoperiodo (Baskin y Baskin @@y b; Gross 1981; Klinkhamet
al. 1987ay b; Wesselingh y de Jong 1995). La existathe un tamafio umbral ha sido
reportada en un sinnimero de especies bienaldsafacs (Anexo ).

La edad de floracién de las plantas resulta dedacién del periodo de
crecimiento i e. cantidad de estaciones de crecimiento) que rexujgara alcanzar el
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tamanio critico (Gross 1981). Como los ambientedgmuéiferir en la cantidad de
recursos disponibles para el crecimiento de lastadala duracion de la etapa
vegetativa esta fuertemente determinada por ldazhlie sitio (Gross 1981; Hirose y
Kachi 1982; Lacey 1986 a y b; Sletvold 2002). Erbemtes muy desfavorables, por
ejemplo, las plantas creceran lentamente y lesrtoxwaios afios alcanzar el tamafo
umbral para florecer (Kachi y Hirose 1983, 1985;)Jdeget al. 1998). Por su parte, las
plantas que crecen en un ambiente de alta fedijdeeden alcanzar el tamafio critico
mas temprano, florecer en el primer afio y produtigran nimero de semillas (Hirose
y Kachi 1982; de Jonet al. 1987).

En el pasado, varios autores se han referidd adi@ano umbral para la
floracion, sugiriendo que esta condicion es la nig@ra todos los individuos de una
especie o poblacion (Wesselingthal. 1997). Sin embargo, hay evidencias de que el
tamafio umbral es un caracter plastico que vargdlwoentre individuos sino que,
ademas, esta modulado por el ambiente (Lacey 18&8xkie 1997; Wesselingh y de
Jong 1995; Bonser y Aarssen 2009).

Hay autores que sostienen que ambientes favoraoledaja probabilidad de
muerte de rosetas y buenas condiciones para @inteato de las plantas, favorecen la
ocurrencia de tamafios umbrales relativamente @dlezey 1986a; Wesselingh y de
Jong 1995) mientras que condiciones que limitamedimiento, o incrementan la
mortalidad, favorecen el inicio de la reproducaodnplantas de tamafio relativamente
menor, cuya fecundidad es también menor (Wessedingh1997; Burdet al. 2006;
Bonser y Aarssen 2009). Por otro lado, otros astafieman que las plantas inician su
reproduccion a una edad y un tamafo relativamexjts lzuando la reproduccion afecta
poco al crecimiento, mientras que cuando la repraida tiene un efecto muy negativo
sobre el crecimiento, el cambio de fase se danfatamario y edad mayores (Cohen
1976; Saulnier y Reekie 1995; Reekie 1997).

Algunos trabajos en los que se manipulé el momedat@produccion de
Oenothera biennimediante la aplicacién exdégena de giberelinas traregue, a
medida que se retrasa la reproduccion, la prodoagdsemillas se incrementa (aunque
con incrementos cada vez menores), y que el crestmsolo se ve afectado por la
reproduccion cuando ésta ocurre en estadios teogp(Reekie y Reekie 1991; Saulnier
y Reekie 1995). A su vez, el efecto negativo depaoduccion sobre el crecimiento es
mayor en plantas que crecen en ambientes de Isgandbilidad de recursos, ya que
éstas presentan una menor asimilacion de carbanaifpmenor desarrollo de la
estructura para la captacion de recursos y unamiemcionalidad del aparato
fotosintético) y una mayor removilizacion de nuttes desde la raiz y las hojas para
sostener el crecimiento activo del tallo y losdru¢Saulnier y Reekie 1995).

Sobre la base de lo anterior, las roseta®eigothera biennigue crecen en
ambientes poco productivos podrian posponer léaii@in floral hasta alcanzar un
tamano igual, o incluso superior, al que presemtagn condiciones nutricionales menos
limitantes para soportar el mayor costo que lesigaa reproduccion en términos de
crecimiento. En este capitulo se pone a pruebeglansla hipotesidi2) de esta tesis, la
cual plantea que el momento y el tamafio con qumdtrgiduos inician la reproduccion
varia con la disponibilidad de recursos.
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4.2 Materiales y métodos

En el afio 2006 se realizé un experimento conndiistiniveles de disponibilidad
nutricional para determinar si ésta incide sobtegipo a floraciéon d®enothera
biennis si este efecto esta asociado al tamafio de lagdnds durante la fase
vegetativa y si el tamafio de los individuos aliarita reproduccion difiere entre
situaciones nutricionales.

El experimento comenzé el dia 19 de julio condabra de semillas de
Oenothera biennisn bandejas plasticas de germinacion (tierra-a2ek)alas cuales
permanecieron bajo la cubierta de un invernaculertabhasta su trasplante a macetas
de 23 Its. (tierra-arena 5:4) a campo, 85 diaswdssEl mismo dia del trasplante, el 12
de octubre, se realizo la aplicacion de los 3imnaatos de fertilizacion que se
describen a continuacion:

- N120 2 grs. de fertilizante N-P-K (15-6,5-12,5) porceta. Equivale a una
dosis de 120 kg N/ha, considerando una densidd6 gé/nf.

- N60: 1 gr. de fertilizante N-P-K (15-6,5-12,5) por ratec Equivale a una dosis
de 60 kg N/ha, considerando una densidad de 46°pl./

- NO: Tratamiento testigo sin fertilizacion.

Las macetas se dispusieron siguiendo un disefioletangente aleatorizado
(DCA) con 30 repeticiones por tratamiento. En galdata se registré el momento de
ocurrencia de los estadios fenologi&dsl (inicio de elongacion del tallo) L1
(comienzo de floracién). Para la estimacion del miotm deET1, se midié la altura del
tallo floral cada un intervalo de 3 a 5 dias. Adens& monitored la evolucion de la
biomasa de cada planta, desde el traspldmjeh@staET1, mediante mediciones
semanales del area de cobertura de las roggRgsy su edad fisiologica a partir del
namero de hojas apareciddfH). La tasa de crecimiento media de la fase vegatati
(TCv) se calculé como la diferencia entre el tamafisteglo inmediatamente antes de
los primeros registros d€T1 (AReT1(1)) Y €l tamaio al trasplantdR+,), dividida por
el intervalo de tiempo entre ambas mediciones.

Se realizaron regresiones no lineales (modelo s@dahde Boltzmann) para
estimar el tamafdAREeT1) Y numero de hojadNHeT1) que presentd cada planta en
ET1. Estos parametros, y el momentoE¥el y FL1 se compararon entre tratamientos
mediante Analisis de la Varianza (ANVA). Por ultinse realizaron regresiones
lineales para analizar, en forma cuantitativaglaaion entre la tasa de desarrollo desde
el trasplante hast@aT1 (TDr.er1, funcidn inversa de la duracion de la faseeET1) y
la tasa de crecimiento media durante la fase vidggeta

4.3 Resultados

De las 90 plantas que iniciaron el experimentousienon durante la fase
vegetativa y 1 durante la elongacion del tallodlokas restantes tuvieron un
comportamiento predominantemente anual (tabla 8dh una planta dd0
permanecioé sin florecer ni elongar la vara flonalientras que eN60y N120, una
pequefia proporcién de las plantas florecioé de Viloeses laterales, sin elongar el tallo
principal (iteroparas; Anexo lll). Para las medies deNH, AR y TCv se
seleccionaron, al azar, 16 plantas anuales pantranto.
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NO N60 N120
Anuales 27 26 26
Bienales 1 - -
IterOparas - 2 2

Tabla 4.1: Comportamiento reproductivo de plantasdimothera biennisometidas a 3 niveles
de disponibilidad nutricionaNO, sin fertilizacion adicionalN60, fertilizacion con N-P-K (15-
6,5-12,5) en una dosis equivalente a 60kg N/iNi1.30, fertilizacion con N-P-K en una dosis
equivalente a 120kg N/ha.

La fertilizacion N-P-K logro el propésito de genediferencias significativas en
la tasa de crecimiento de las plantas de diferérgesmientosN120=N60>NO,
p<0.05). Sin embargo, estas diferencias no fueetaisnya que hubo individuos de
diferentes tratamientos que presentar@v similares (figura 4.1). La diferencia en
tamano AR), entre tratamientos se hizo evidente a las doaisas del trasplante
(N120>N0, p<0,05) y fue incrementandose durante el trasscde la fase vegetativa
(figura 4.2). Al dia 23, dos dias antes de los prom registros deT1, el tamafo de
N120casi duplico el d&l0. El tamafio d&N60 no difirid del deN120en ningun
momento de la fase vegetativa y solo superd endaignificativa al dé&O al dia 31
desde el trasplante, cuando una proporcién impertdmlos individuos ya habian
alcanzado el estadir1.

También se registraron diferencias en la tasa decan de hojasN120= N60
> N0, p<0,01, figura 4.3). En este caso, la difererai@l nimero de hojas expandidas
fue significativa recién al dia 23 después depleate.
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Figura 4.1: Diagrama de caja y bigotes de la tasa de crecimimedia durante la fase
vegetativa Cv, de 14-Oct a 4-Nov) de plantas@enothera biennisometidas a 3 niveles de
disponibilidad nutricionalNO, sin fertilizacion adicionalN60, fertilizacion con 1gr. N-P-K (15-
6,5-12,5) por planta, M120, fertilizacion con 2gr. N-P-K por planta. Letragedentes indican
diferencias significativas entre las medias ddrismientos (p<0,01; n=16). La caja delimita
los cuartiles 2 y 3 y los bigotes indican el radgdos cuartiles 1(inferior) y 4 (superior). El
punto indica la media de los tratamientos.
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Figura 4.2: Evolucion del area de rosetaR) en plantas d®enothera biennisometidas a 3
niveles de disponibilidad nutricionaltO, sin fertilizacion adicionalN60, fertilizacion con 1gr.
N-P-K (15-6,5-12,5) por planta,iy120, fertilizacién con 2gr. N-P-K por planta. Las lase
punteadas muestran el ajuste a la funcion no lohe&8oltzmann. Las barras verticales indican
el error estandar de las medias (n=16). Los asterimdican diferencias significativas: *
(P<0.05), ** ( P<0.01), *** (P<0.0001). Las flechaslican el momento deT1q de cada

tratamiento.

40+ *kk
30 *kk
T " *%
= 20 NO
N60
N120
10-
C v L) v L) ¢ v L) v L]

0 10 20 30 40
Dias desde el trasplante

Figura 4.3: Evolucién del nimero de hojas apareciddid) en plantas d®enothera biennis
sometidas a 3 niveles de disponibilidad nutricioN&l, N60y N120. Las lineas punteadas
muestran el ajuste a la funcién no lineal de Badtam Las barras verticales indican el error
estandar de las medias (n=16). Los asteriscosaindiiferencias significativas: ** ( P<0.01),
*** (P<0.0001). Las flechas indican el momentoHiEL 5o de cada tratamiento.
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La fertilizacion de las plantas condujo a un adelarento significativo de la
floracion (figura 4.4)N120inicio la floracion 5 dias antes g (14-Dic y 19-Dic,
para N120 y NO respectivamente, p<0.059)\60 lo hizo en un momento intermedio
(16-Dic) entreNO y N120. Esta diferencia se debié a un acortamiento eardacion de
la etapa de crecimiento vegetativo de roseta {thaplante-ET1INO>N60=N120
p<0,01), sin registrarse efecto en la duraciéradedpa de elongacion del tallo floral
(ET1-FL1, p=0.78). Por su parte, el tamaA®£r1) y edad fisiologicaNHer;) de las
plantas al inicio de la etapa reproductiva no varitie los tratamientos de fertilizaciéon
(Figura 4.5; p= 0,42 y p= 0,87 pakRet1 Yy NHer1 respectivamente).
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Figura 4.4: Duracién del periodo transplante-inicio de florac{or-FL1) de plantas de
Oenothera biennisometidas a 3 niveles de disponibilidad nutricioNa (gris),N60 (amarillo)

y N120 (azul). Se discriminan 2 subfases: transplante-{f&ina lisa) y ET1-FL1 (trama
rallada). Letras diferentes por encima de las bangican diferencias significativas (p<0.05) en
la duracion total del periodo Tr-FL1; letras difétes al costado de las barras indican
diferencias significativas (p<0.05) entre tratartosrpara cada sub-fase (Tr-ET1y ET1-FL1).
Los segmentos representan el error estandar dede me cada tratamiento y subfase.
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Figura 4.5: a) Area de roseta®Ret1) Y b) nimero de hojadNHer;1) de plantas d®enothera
biennisen el momento en que alcanzan el estadio fenol&gi¢. TratamientosNO, N60, y
N120 ns indica que no hay diferencias significativaseetratamientos (p<0.05, n=16).

La tasa de desarrollo hag&al (TDr.er1, inversa de la duracion de la etapa
vegetativa) se asocio lineal y positivamente caada de crecimiento promedio de esta
fase, TCv (r’=0,33, p< 0.0001, figura 4.6). Como se sefialé artaente, la aplicacion
de los tratamientos no logro una diferenciacionca@da en | Cv de los individuos, la
cual mostré una gran variabilidad poblacional efotolos tratamientos. Las plantas de
comportamiento bienal 6 iteréparo presentdr@v muy bajas y fueron incluidas, a
modo ilustrativo, en la figura 4.7. Por su partéamafo con que las plantas iniciaron la
reproduccion ARer1) también mostré una relacién lineal significatdem TCv (=
0,28, p< 0,0001, figura 4.7), pero no asieler; (p= 0,08, figura 4.8).
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Figura 4.6: Relacion entre la tasa de desarrollo desde ellaragphast&T1 (TD+.er1, 1/dia) y
la tasa de crecimiento media durante la fase viege{@Cv, cm2/dia). Las plantas c@iD,.

er1= 0, corresponden a individuos bienal®i) 6 iteroparosN60y N120) TratamientosNO,

sin fertilizacion adicionalN60, fertilizacion con 1gr. N-P-K (15-6,5-12,5) poapta, yN120,
fertilizacién con 2gr. N-P-K por planta. La linewlica el ajuste de todas las observaciones de
las plantas anuales a un modelo lineal (n=48).
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Figura 4.7: Relacion entre el tamafio alcanzado por las plamdsT1 AR, cnf) y la tasa

de crecimiento media durante la fase vegetaii@v( cm2/dia). TratamientoslO, sin

fertilizacidn adicionalN60, fertilizacion con 1gr. N-P-K (15-6,5-12,5) poapta, yN120,
fertilizacion con 2gr. N-P-K por planta. La linealica el ajuste de todas las observaciones a un

modelo lineal (n=48).
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Figura 4.8: Relacion entre el nimero de hojas expandidas en([8fir;) y la tasa de
crecimiento media durante la fase vegetativa (cfaR/dratamientod\NO, sin fertilizacion
adicional, N60, fertilizacién con 1gr. N-P-K (15-6,5-12,5) poapta, yN120, fertilizacion con
2gr. N-P-K por planta. ns: el ajuste de las obszovees a un modelo lineal no fue significativo

(P>0,05, n=46).
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4 .4 Discusion

La tasa de desarrollo ha&ial, el indicador fenolégico mas cercano a la
iniciacion floral enOenothera biennjsse acelero en respuesta a la fertilizacion (@gur
4.4) y se asocio linealmente con la tasa de creatmidurante la fase vegetativa (figura
4.6). Por lo tanto, en conformidad con lo postuledbl,, el momento en que los
individuos inician la reproduccién responde a kpdnibilidad de recursos para su
crecimiento. Este es el primer trabajo en el queg®a relacionar exitosamente el
momento de reproduccion de una especie bienalt&ieal con las condiciones de
crecimiento durante la fase vegetativa. La maydeitos trabajos previos se han
limitado a asociar el tamafio (Van der Meijden y \dan Waals-Kooi 1979; Gross
1981; Kachi y Hirose 1985; Lacey 1986; de Jehgl.1986; Prinset al. 1990;
Klinkhameret al. 1991; Wesselingh y de Jong 1995; de Jetrgl. 1998; Bloomet al.
2002; Sletvold y Grindeland 2007), y/o la tasa ekeimiento de las plantas (Lacey
1986; Wesselingbt al. 1997; Sletvold y Grindeland 2007), en algin morei la
fase vegetativa, con la probabilidad de que lastataflorezcan en un afio o estacion de
crecimiento determinados. Sélo un trabajo inteatdcionar el tamafio de las plantas
con la fecha de floracion, dentro de una estacgearécimiento, pero no logro una
correlacion significativa (Klinkhameat al. 1991).

La gran variabilidad poblacional registrada erakatde crecimiento de los
individuos de este experimenfbQv, figura 4.1) no puede ser atribuida totalmentesa |
tratamientos de fertilizacion aplicadd®$0{ N60 y N120). Aunque laTCv promedio
aumento con la disponibilidad de nutrientd§Z0>N60>N0), algunos individuos de los
tratamientodN60 y N120 parecen no haber respondido a la fertilizaciormqua
presentaron valores d€v tan bajos como los de los individuos de méioy del
tratamiento testigdN0). Esta varibilidad en la respuesta podria deleediterencias en
factores microambientales (condiciones diferentdi®anacetas), genéticos (potencial
de crecimiento de cada individuo) o ambas, querhhyatado la expresion de la
respuesta a la fertilizacién bajo las condiciorstadiadas. A su vez, la considerable
superposicion en el rango @€v medido en los diferentes tratamientos, podrideser
causa de gue no se registaran diferencias masaséor la tasa de desarrollo por efecto
de la disponibilidad nutricional (figura 4.4).

Si bien la tasa de crecimientbGQv) permite explicar parte de la variabilidad
temporal con la que los individuos @enotherabiennisalcanzaron el estado
reproductivo ET1), se requirieron cambios considerable§ €v (hasta de mas de 8
ordenes de magnitud) para generar pequefas dii@sdne. 25% aproximadamente) en
la tasa de desarrolloEalr'l (TDr.gt1, figura 4.6). Este hecho respaldaria lo que
sostienen Martinez-Zapatetral (1994), Miralleset al. (2003) y Erwin (2007), entre
otros, respecto al efecto limitado que suelen tkrseiactores de crecimiento sobre la
regulacion del desarrollo. A su vez, la limitadac@acion entrd Dyr.et1 Y TCv
también podria ser producto de una hipotética bgidad poblacional en la satisfaccion
de otros requerimientos€. vernalizacion, fotoperiodo) para la floracion.rkealizacion
de experimentos en condiciones que saturen laestpa otros factores ambientales
reguladores del desarrolleef Exp.FP2, capitulo V), permitira obtener una nocion mas
precisa del rol de [RCv en la regulacion de la tasa de desarrold &.

El tamafio &T1 (ARgr1) no varié significativamente entre tratamientos de
fertilizacion pero tendié a aumentar con el inceato en la disponibilidad de
nutrientes d&O aN120 (figura 4.5a) y se asocio positivamente ¢@v (figura 4.7).
Por lo tantoARgr; Seria mayor cuanto mejores son las condicionesgdarecimiento
de las plantas. Esta respuesta es contraria &leajplante6 en la predicciénide pero
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concuerda con el hallazgo de Klinkhareeal. (1991), quienes encontraron que las
plantas deCarlina vulgarisde un ambiente productivo crecieron mas rapidoedieron
antes e iniciaron la reproduccion con un tamafoomaye las que crecieron en un
ambiente de menor productividad. Adicionalmentestrabajos sugieren que el
tamano critico para la reproduccion varia con $patibilidad de nutrientes siendo
mayor cuanto mas productivo es el sitio (Lacey 1986ésselingtet al. 1997; Bonser y
Aarsen 2009) o cuanto mayor es la tasa de crediondggnlos individuos (Young 1985).

Podria argumentarse que las diferenciadRRgr1, entre las plantas de diferentes
TCv, no necesariamente reflejan diferencias en elftaraaniciacion floral. La
iniciacion floral (F) ocurre antes qUET1 y plantas con diferenfECv seguramente
también presentan diferente tasa de crecimiente Eny ET1 (Baskin y Baskin
1979b), por lo que la diferencia de tamafio elftrg ET1 seria mayor en plantas con
altaTCv (Metcalfet al. 2003). Wesselingh y de Jong (1995) plantean cu@, [pgrar
una aproximacion adecuada al tamafio umbral, dedenadrse el tamafio al inicio de la
reproduccion de las plantas de menor tasa de degtionya que en é€stas se minimiza
la diferencia entre el tamafio observado y el tanaaifi@ciacion floral. Las plantas del
cuartil inferior del rango d€Cv de este experimento (el 25% de las plantas demeno
crecimiento) iniciaron la reproduccién con ARet; medio de 218 cfn Sin embargo,
las plantas del cuartil superior (el 25% de lastgls.de mayor crecimiento) lo hicieron
con unARer; de 399 crfy es decir, con casi el doble de tamafio que etitinderior.
No resulta posible que una diferencia de tal magrénARet1 se deba solo a una
diferencia en la tasa de crecimiento effirgy ET1. Por otra parte, si se asume que la
tasa de desarrollo entife y ET1 es similar para plantas de diferemtev (si no es
mayor para las de may®dcCv), puede establecerse d&eocurre aproximadamente la
misma cantidad de dias antesdel, independientemente deT&v de los individuos.
Por lo tanto, como el tamafo medio del cuartil sopsiempre fue mayor al del cuartil
inferior, cuando se consideraron diferentes monsepbsibles para IF.€.5, 10, 15y
20 dias antes deT1), se descarta la posibilidad de que plantas denetiteTCv
presenten el mismo tamafio a iniciacion floral.

La variabilidad en el tamafio para iniciar la reluccion puede entenderse,
desde el punto de vista ecoldgico, en términodaleince costo-beneficio que implica
el retraso de la reproduccion (Bonser y Aarsen Q@ beneficios de retrasar la
reproduccion consisten en un aumento de la fecadditb calidad de la descendencia
en la medida que aumenta el tamafio de las planiastras que los costos se asocian a
un aumento en la probabilidad de morir antes degdeoduccion y a un alargamiento
del intervalo intergeneracional (Childsal. 2004). De esta manera, condiciones
adversas, que limiten el crecimiento o aumentenddalidad, pueden favorecer el
inicio de la reproduccion con tamanos relativameetguenos (Bonser y Aarsen 2009).
Por otra parte, Hirose y Kachi (1986), estudian@lm@ el ambiente modula el tamafio y
edad Optimos para la reproduccion@enothera glaziovianaleterminaron que la
reproduccion ocurre a una edad y tamafio mayoreslowel ambiente impone una alta
tasa de mortalidad, mientras que si el ambientemamuna baja fecundidad, aumenta la
edad de reproduccién pero no necesariamente efitagpimo. No hay razones para
suponer que los tratamientos empleados en estgdrgéneren diferencias marcadas en
la tasa de mortalidad de plantas, pero si en sunéiédad. Por lo tanto, una posible
interpretacion del significado biologico de losuléados seria que las plantashi®(o
las de menorf Cv), hayan retrasado su reproduccion respebth2 para incrementar
su tamanio, y por ende su fecundidad, hasta alcanzamario tal que les permitiera
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afrontar los costos de la reproduccion sin efegevgidiciales sobre su crecimiento
futuro (Reekie y Reekie 1991).

El hecho de que con diferentes tasas de crecionemie el tamafcARET1,
figura 4.7) pero no el numero de hojas expandiNé:¢1, figura 4.8) con que las
plantas iniciaron la reproduccion, pone en dudsstablecido para la mayoria de las
bienales facultativas de que el tamafio es mas tangerque la edad en la definicion
del momento de floracion (Werner 1975; Gross 18&thi y Hirose 1985; Klinkhamer
et al. 1996; Reekiet al. 1997; Sletvold 2002; Metcadit al. 2003; Sletvold y
Grindeland 2007). La estimacion de la edad fisiclégle las plantas a partir del
namero de hojas expandidas asume que la tasa dei@pde hojas (i.e. filocrono)
depende fundamentalmente de la temperatura (Atkipgorter 1996) y no de factores
de crecimiento como la nutricibn mineral, salvacendiciones de carencias extremas
(Frank y Bauer 1984; Wilhelm y McMaster 1995; Btaal. 1997). No obstante, en este
trabajo, no sélo se registrdé un adelanto significate la reproduccion en respuesta a la
fertilizacion (figura 4.4) sino, ademas, un aumearida tasa de aparicion de hojas
(figura 4.3). Un efecto similar fue documentado Aasnabarreta y Miralles (2004).
Estos autores observaron un retraso en la espigket @ultivo de cebadadprdeum
vulgarg ante una reduccion en la disponibilidad de nérig y atribuyeron este efecto
a una disminucion en la tasa de aparicion foliaanie la encafiazon ya que el nimero
de hojas a floracion no difirié del de un tratanbdecon alta disponibilidad del
nutriente. La misma respuesta también se docunpamn&oel cultivo de trigoT{riticum
aestivum en condiciones limitantes de fosforo (Rodrigeeal. 1998).
Independientemente de que el retraso en la tagpalieion de hojas sea el factor
causal del retraso en el inicio de la reproduceidNO, o viceversa, que el adelanto del
cambio de estado de vegetativo a reproductieoET1), por efecto de la fertilizacion,
haya causado una aceleracién en la tasa de apdiodigr (.e. que en la etapa
reproduciva las hojas aparezcan a una tasa magatugante la fase vegetativa), este
trabajo es concluyente en que la disponibilidadutéentes, un factor normalmente
asociado al control del crecimiento de las plarates;ta la tasa de desarrollo de
Oenothera biennigja sea, a través de su efecto sobre el desarrolimidgico (tasa de
aparicion de hojas), o bien sobre el desarrollcdé&luracion de la fase trasplante-
ET1).

Es notable que en este trabajo no se haya detamtaefecto marcado de la
fertilizacion sobre el comportamiento reproducti&oyal o bienal, d®enothera
biennisya que en todos los tratamientos predominé lalaiadb(tabla 4.1). Sin
embargo, el comportamiento reproductivo de los paadividuos bienales o iteréparos
parece estar asociado a una baja tasa de creandiehds plantas (figura 4.6). Existen
ejemplos en la literatura de cambios importantea @noporcion de individuos anuales
por efecto de la aplicacion de fertilizantes (Krd@erbe& 2004), de siembras en suelos
con diferente disponibilidad nutricional (Gross sokier 1986; Krél y Berkie2004;

Krél 2007) o en ambientes de diferente productidiffohnson 2006). Estas diferencias
podrian ser producto de las condiciones experirteané que fueron realizados los
experimentos, no so6lo en términos del ambientadotwal y edafico explorado, sino
ademas del efecto de la competencia intra e iqtecéfica que puede limitar el acceso
de las plantas a los recursos disponibles. El artéfetotermal es un claro modulador
del comportamiento reproductivo de las plantasddes ya que involucra a los
principales factores reguladores del desarigldemperatura y fotoperiodo. Un
ejemplo concreto de variaciones en el comportamiesgroductivo d®enothera
biennis,ante cambios en el ambiente fototermal explorpdede obtenerse de la
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comparacion entrexp.Vnly Exp.Vn2 en el capitulo 3 de esta tesis. Las condiciones
edaficas y la competencia, por su parte, puedarcield proporcién de individuos
anuales por su efecto sobre la capacidad de cestiondle las plantas (Lacey 1988;
Weiner 1990). Las condiciones dadas por la fechaetsbra y trasplante de este
experimento parecen haber cubierto los requerimsetérmicos y luminicos necesarios
para la induccion floral de la mayoria de las @arféertilizadas y sin fertilizar. Respecto
al ambiente edafico, la mezcla de tierra: arendesdp en las macetas y la aplicacion
periodica de riego, probablemente determinaronagieondiciones de crecimiento
para las plantas de este experimento, aun |adeayan sido mas favorables que las
condiciones de suelos arenosos 0 gravosos endosajuralmente crece esta especie
(Hall 1988). En cuanto al efecto de la competeraste fue minimizado ya que se
empled una planta por maceta y se desmalez0 etidapeportunidades. Esta situacion
también es muy diferente de las condiciones nasi(dohnson 2006) o de cultivo (Krdl
y Berbe& 2004; Krol 2007) en que se realizaron los expentogede los antecedentes.

De las 84 plantas que vivieron hasta el final dpkeeimento, sélo una (d€0)
manifesté un comportamiento netamente bienal (#&ldlp Sin embargo, no todas las
plantas restantes tuvieron un ciclo anual sinodgde ellas, 2 dBl60y 2 deN120,
fueron iter6paras. Estas plantas florecieron arpetla elongacion de varas florales
laterales, por induccion de yemas axilares, misrgtee el meristema apical permanecio
en estado vegetativo sin elongar el tallo princhzadta la estacion de crecimiento
siguiente (Johnson 2006). Aunque este comportamespoco frecuente, ya se ha
reportado anteriormente €enothera biennigMartinkovaet al. 2004; Johnson 2006) y
en otras especies monocarpicas perennes Paiymnia canadensi@enderet al.
2002a y b) yArabis laevigataBloomet al. 2002). Es probable que la induccién
temprana de las yemas axilares, y el crecimientaglearas florales laterales, hayan
inhibido la induccion del meristema apical de Isata en las plantas iteroparas (Obeso
2002), aungue no hay antecedente®enothera biennigue confirmen esta teoria. Si
bien el comportamiento iteréparo puede resultalbgamamente ventajoso para la
adaptacion de la especie a ambientes espacialpptaimente variables (Bendetral.
2002b), no seria un caracter deseable en plangeos@nico-productivos. Varas
florales laterales también aparecieron en plamaalas, sobre todo &il20, ya sea
antes o después de comenzada la elongacion deptailtipal. La cuestion de si estas
estructuras establecen o no relaciones jerarqaitas si, en cuanto a su capacidad de
florecer, podria ser analizada en investigaciongsds.

En resumen, la fertilizacion, un factor normalmeageciado al crecimiento de
las plantas, afect6 el desarrollo@enothera biennid.as plantas con menor
disponibilidad de nutrientes (o0 menEv) retrasaron su reproduccidaT(1l) aunque
este retraso no implicé que los individuos inideeneproduccion con un tamafio mayor,
o al menos similar, que el de las plantas con mdigmonibilidad de nutrientes (6
TCv), como se habia planteadoté®. Las condiciones experimentales de este ensayo,
determinaron una minima proporcién de plantas dgootamiento bienal (o
iterOparo), que parece estar asociada a lal2yade estos individuos. Para lograr una
mayor comprension del efecto de la disponibilidaddtrientes sobre el
comportamiento reproductivo anual o bienal de especie, son necesarios
experimentos en condiciones nutricionales masdmiés, o bien con fechas de siembra
tardias que impliquen un acortamiento de la esta@dcrecimiento disponible para las
plantas, como ha ocurrido &xp.Vn2 (capitulo 3) y como se vera Exp.FP1del
capitulo siguiente.

A diferencia de la mayoria de los estudios en éspdxienales facultativas, este
trabajo se baso en la relacion existente entrasas de crecimiento y desarrollo hasta
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ET1 y no en la busqueda de un tamafio umbral par@itadeccion. Para determinar la
existencia de un tamafo umbral, por encima dellesgllantas adquieren competencia
para responder a los estimulos ambientales queakt®Enan la floracion, es necesario
conocer cuando estos estimulos se hacen presbatis que esto no fue posible, ya
gue no se conocen exactamente cuales son los iragreéos de vernalizacion y
fotoperiodo de esta especie, en el préximo cap$ilanalizara el efecto del tamafio
(y/o la tasa de crecimiento) de las plantas, dereondiciones inductivas generadas
artificialmente con la extension del fotoperioduhre la tasa de desarrollo a floracion.
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CAPITULO 5: INFLUENCIA DEL CRECIMIENTO SOBRE LATAS ADE
DESARROLLO A FLORACION EN RESPUESTA A FOTOPERIODOS
INDUCTIVOS.

5.1 Introduccion

En la mayoria de las especies bienales facultatisgrobabilidad de florecer
ante una misma condicién inductiva aumenta coanséfio de las plantas (Klinkhamer
et al. 1991). El logro de un tamafio umbral, sin embaggaolo una condicion
endogena necesaria para la induccion de la flanagidemas, ciertas condiciones
exdgenasife. ambientales) deben presentarse para que una plaeda florecer (Gross
1981; Hirose y Kachi 1982; Kachi y Hirose 1983; Reel997). Las principales sefiales
ambientales que inducen la floracion en estas &spson la vernalizacion y el
fotoperiodo (Gross 1981; Klinkhametral. 1987a y b; Prinst al. 1990; Wesselingh y

de Jong 1995; de Jorg al. 1998).

Para entender la interaccion entre el tamafio falderes ambientales es
necesario conocer cuando y como se determina elemonde floracion (De Joreg al.
1998). En un principio se creyo que el comportamieeproductivo de las bienales
facultativas se definia en el invierno, es deaie tpas condiciones previas y durante esta
estacion climatica determinaban si los individdosetian o no en la primavera
siguiente (Werner 1975; Baskin y Baskin 1979 acjtdidos en Klinkhamer 1991). Sélo
las plantas que alcanzaran o superasen un detelortisn@anio umbral “pre-
vernalizacion” hacia el fin del otofio, adquiririeempetencia para responder al frio
invernal y florecer en la estacion de crecimiengoisnte (Bendeet al. 2002a).
Aquellas plantas que no cumplieran esta condidiénlds plantas mas pequenas al
inicio del invierno) no responderian a la vernalidga y pospondrian su floracion a afios
posteriores, aun si lograran superar el umbraaa@fio durante la primavera (Baskin y
Baskin, 1979a Blooret al. 2002).

Este modelo conceptual de un “tamafio umbral paevarnalizacion”
(Wesselingh y de Jong 1995) pudo aplicarse padegir adecuadamente el
comportamiento reproductivo de varias especiesaleercomdlastinaca sativa
(Baskin y Baskin 1979b)/erbascum thapsuyfeinartz 1984) €ynoglossum officinale
(de Jonget al. 1986), entre otras. No obstante, no todas lasl@snienen
requerimientos de vernalizacion (Klinkhaneg¢al. 1987b; Simons y Johnston 2003) y
hay plantas con requerimientos facultativos (nagaldlos, Anexo ).

Sin embargo, estudios posteriores demostraron @yespecies que no
dependen del tamafio para ser vernalizadas (Klinkheinal. 1987a; Kachi 1990) pero
deben alcanzar un tamafio minimo post-vernalizguada florecer en respuesta al

fotoperiodo (Klinkhameet al. 1987b; Kachi 1990; Prinst al. 1990; Wesselinght al.
1994; citados en Bendet al. 2002a y en Bloonat al. 2003). La exposicion a

fotoperiodos largos es un requerimiento obligada fzfloracion de muchas bienales
facultativas (Tabla I, Anexo). Por lo tanto, sitadiciones posteriores a la

vernalizacion son desfavorables para el crecimjgnis plantas no logran un “tamafio
umbral para la induccion fotoperiddica” durantetarrrencia de fotoperiodos

inductivos, no habra floracion independientememetdamaro que hayan logrado las
plantas al inicio del invierno (Bendet al. 2002a).

Aparentemente, tanto la respuesta a la vernalimamo al fotoperiodo pueden
ser tamafo-dependientes (Prsl. 1990; Klinkhameet al. 1991). El que sea una, la
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otra 0 ambas dependera de la especie (Klinkhatredr1987a y b; Wesselingh y de
Jong 1995).

Un estudio en poblaciones naturaleOgmothera biennigstablecioé que la
probabilidad de florecer de los individuos se ascoin el tamafio de roseta que logran
en el otofio anterior (Gross 1981). Este antecedemfiere la existencia de un tamafo

umbral para la vernalizaciosgnsuWesselingh y de Jong 1995)n embargo, las
evidencias surgidas de esta tesis indican quertehNeacion no es un requerimiento
obligado para la floracién d@. biennis[Exp.Vn2, capitulo 3). Por lo tanto, es probable
que el control del comportamiento reproductivo sta especie dependa en mayor
medida de otra sefial ambiental, como el fotoperiodo

Oenothera bienniiene un requerimiento cualitativo de fotoperiokdwgos para
florecer (Chouard 1960; Vince-Prue 1975). Si bierhay antecedentes de que esta
respuesta esté condicionada por la biomasa déalatag o la disponibilidad de factores
de crecimiento, experimentos manipulativos demuastrgue la respuesta al
fotoperiodo en la especie emparent@aaothera glazioviandepende del area foliar de
las rosetas (Kachi y Hirose 1983). Como es probagineel tamafo de las plantas antes
y después del invierno estén correlacionados,esbdgtosibilidad de que la respuesta
fotoperiddica deD. biennistambién dependa del tamafio de los individuos.

La tasa de crecimiento y la edad pueden ser atddsadores de la condicion
enddgena de los individuos que, junto al tamafi@rohénen el comportamiento
reproductivo de las bienales facultativas (Young85tQacey 1986; Klinkhamest al.
1991; Wesselingh y de Jong 1995; Wesselietghl. 1997; Sletvold y Grindeland 2007).
Aunque la influencia de estos indicadores ha sidohm menos informada, y con
efectos contrarios segun las especies estudiadess@lihgtet al. 1997), hay
evidencias en esta tesis de que las plantas der@epgode crecimiento tienden a iniciar
la reproduccion antes que las que crecen mas lentar{Figura 4.6, capitulo 4). Por su
parte, el nimero de hojas expandidas es utilizadulomente en muchas especies
ornamentales como un indicador de la adquisiciéoodepetencia para florecer en
respuesta a las sefiales ambientales (Dole y Willk¥99; Erwin 2007).

El objetivo de este capitulo es analizar si lauesta al fotoperiodo de
Oenothera biennissta condicionada por la acumulacion de biomasasd®setas
vegetativas, de acuerdo a lo postuladéigrEspecificamente se analiza si el tamafio
alcanzado por las plantas, inmediatamente antes dgposicion a fotoperiodos
inductivos, determina variaciones en su tasa darde® a floracion. Ademas se
compara la influencia del tamafio y la edad fisimlagle las plantas (estimada a partir
del nimero de hojas expandidas) como moduladorkstdea de desarrollo hasta la
reproduccion y se pone a prueba la relacion eatraskh de crecimiento durante la fase
vegetativa y la tasa de desarrollo hasta el irdeita reproduccion, presentada en el
capitulo 4 de esta tesis.

5.2 Materiales y métodos

Generalidades y tratamientos

Se realizaron dos experimentos bifactoriales ffetimdo x fertilizacion) en el
marco del objetivo especifico 3, abordado en exteién de la tesis. El primero de ellos
(Exp.FP1) se llevo a cabo durante la segunda mitad de 2@06el fin de obtener una
primera caracterizacion de la respuesta fotopex@dde! cultivar y de cdmo ésta se
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modifica en funcién de la disponibilidad de nuttes El segundo experimento
(Exp.FP2) se realizé en 2007 y es una réplica del primero pn una fecha de siembra
mas temprana. Este experimento se realizo no sdtoqorroborar la respuesta a los
tratamientos observada Exp.FP1en un ambiente fototermal diferente, sino ademas
para tratar de asociar la capacidad de respuesta delividuos con indicadores de su
condicion endégena como la biomasa acumulada @neéro de hojas expandidas. El
cronograma de las principales actividades desadadl en estos experimentos presenta
en la Tabla 5.1.

Exp.FP1 Exp.FP2
Siembra en bandejas (bajo invernaculo) 29-7-06 3-00-
Trasplante a macetas a campo 13-10-06 21-5-07
Fertilizacion 3-10-06 21-5-07
Inicio tratamiento fotoperiodico 17-10-06 19-6-07

Tabla 5.1: Cronograma de actividades desarrolladaSxqnFP1y Exp.FP2.

Ambos experimentos se iniciaron con la siembraetheillas deDenothera
biennisen bandejas de germinacion bajo un invernacukrtabiateralmente, donde
permanecieron hasta su trasplante a condicioneardpo. Debido a una rotura en el
techo del invernaculo daxp.FP1, el nimero de plantas establecidas fue menor al
planificado y se prolongo la fase de establecimiedha vez establecidas, las plantulas
fueron trasplantadas a macetas de 7Its. (tierrsadsgl) y se agruparon en
microparcelas siguiendo un disefio aleatorizadcadeefas divididas, donde el
fotoperiodo EP) fue el factor principal y la fertilizaciomy, el factor secundario
(Figura 5.1).

FP estuvo constituido por tres niveles:

* FP18: Fotoperiodo constante de 18 horas de luz por xii@y@ido
artificialmente con luminarias.

* FP15:Fotoperiodo extendido artificialmente a 15 horakuideor dia. Las
plantas sometidas a este tratamiento explorardataperiodo constante de 15
hrs. excepto en la época en que el fotoperiodoalaupera las 15hrs.luz/dia
(aproximadamente entre el 20 de noviembre y ele2énero).

* FPN: Fotoperiodo natural, sin extension fotoperiddica.

N estuvo constituido por dos niveles:
- N120 2 grs. de fertilizante N-P-K (15-6,5-12,5) porceta. Equivale a una
dosis de 120 kg N/ha.
- NO: Tratamiento testigo sin fertilizacion.
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Figura 5.1: Vista parcial de&exp.FP2 A cada microparcela se le asigné uno de los @eswdel
tratamiento fotoperidédicd=P18 FP15y FPN). Cada microparcela consta de 36 macetas a las
cuales se les asigno6 aleatoriamente uno de logideles de fertilizacionN120y NO). Foto
tomada el 20 de julio de 2007.

La fertilizacion se realiz6 10 dias antes del tease erExp.FP1y el mismo
dia del trasplante ébxp.FP2 Los tratamientos de extension fotoperiddica sxaron
a los 4 dias del trasplante Erp.FP1y 29 dias después del transplanté&gp.FP2,
una vez definido el numero de plantulas que lograrmestablecimiento exitoso en las
macetas a campo. En este experimento, muchas plaottraron sintomas de estrés al
poco tiempo del trasplante. Las plantas visiblemafgctadas fueron reemplazadas
para mantener el disefio experimental pero los rieex@p no fueron considerados en los
analisis efectuados.

Las combinaciones de tratamient6®18 N120 FP18 NQ FP15N12Q
FP15NQ FPN N120y FPN NO) constaron de 3 repeticiones, cada una constipoda
8-9 plantas ekxp.FP1y 18 plantas ekxp.FP2

Observaciones y mediciones

Se registro la proporcion de plantas anu&@&r() en cada combinacion de
tratamientos de los dos experimentos y el momeatacdrrencia de los estadios
fenologicosET1 y FL1 en cada planta individual. El momento en que el 5@%os
individuos anuales alcanzaron estos esta@i®odfpy FL15g), se comparé
estadisticamente mediante Andlisis de Varianzaodevihs a fin de detectar efectos
significativos (p<0,05) de los tratamientos y/osdenteraccion sobre la fenologia de
las plantas.

En Exp.FP2 se realizaron, ademas, mediciones sucesivas oderolde hojas
aparecidasNH, estimador de la edad fisiolégica de las plantag| area de roseta
(AR, estimador de la biomasa acumulada). Estas medggmesalizaron con
intervalos de 1-2 semanas desde el traspldindeh@sta el inicio del tratamiento &@,

y de 3-5 dias luego de iniciaé®. La tasa de crecimiento media de la fase vegatativ
(TCv) se calcul6 como la diferencia en&B medida inmediatamente antes del primer
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registro deET1 (ET1q)) y AR al trasplante dividida por el intervalo de tiempo
transcurrido entre estas dos mediciones.

Con el fin dedeterminata importancia relativa de la edad y la biomasa@om
posibles moduladores de la respuesta fotoperiGdi@nalizd, mediante regresion
lineal, la relacion entre la tasa de desarroll@d&® hasteET1 (TDgp.g11, funcion
inversa de la duracion de la etd&f2ET1) con el tamafioARrp) y el nUmero de hojas
expandidasNH¢gp) al inicio del tratamiento fotoperiodico, en ldangas dé=P15y
FP18 Se empled el mismo tipo de andlisis para comparnaartir de un submuestreo
(n=48), la relacion entréDep.er1Y AR Yy NH en distintos momentos a lo largo de la
fase vegetativa. Para el submuestreo se empledrpladtas por combinacion de
tratamientosKP18 N12Q FP18 NQ FP15N12Q FP15N0), seleccionando aquellas que
presentaron el mayor contrasteTdder; (8 plantas por microparcela).

Finalmente, se examinod la relacion efitBe-p.e11 Y la tasa de crecimiento
media de las plantas durante la ocurrencia de doitogos inductivosT(Cep-eT1(1))- ESte
parametro fue calculado como la diferencia enttarebfio de las plantas al inicio de
FP y el medido inmediatamente antes del primer neg®ET1 (ET1(y).

5.3 Resultados

Las fechas de siembra empleadas permitieron gesigraciones contrastantes
en el ambiente fototermal explorado por las plaatal®s dos experiment@sigura
5.2).

En términos generales, las plantagdp.FP1 exploraron temperaturas mas
bajas durante el establecimiento bajo inverndcu®las deexp.FP2(14.6 £ 4.5 °CGrs.
18.5 £ 4.4 °C de temperatura media, gaxp.FP1y Exp.FP2respectivamente). Las
condiciones térmicas luego del trasplante a cam@h inversas, con temperaturas
medias marcadamente superioreErp.FP1 (a modo ilustrativo, la T° media de los
primeros 30 dias a campo fue de 19.4 + 3.29Q0.5 + 2.7 °C, pargxp.FP1y
Exp.FP2respectivamente). Ambos experimentos estuvierpnastos a temperaturas
potencialmente vernalizantase( T°<10 °C) en algin momento de su ciclo.

Exp.FP1, no sélo tuvo una mayor temperatura media luegjtrakplante, sino
ademas fotoperiodos mas largos (mas cercanosigatético umbral para la
respuesta). En consecuencia, la aplicacion delntianto fotoperiodico generd un
contraste mucho mayor entre las parcelas trat&dElbly FP18) y las no tratadas
(FPN) enExp.FP2 (18 y 15vs.10.8 hrs.luz/dia pafaP18 FP15y FPN al inicio del
tratamiento) que eBxp.FP1(18 y 15vs.13.9 hrs.luz/dia paf@P18 FP15y FPN al
inicio del tratamiento). En este Ultimo experimeBN y FP15se igualaron a los 34
dias de iniciado el tratamiento.



52

o 7
- 3
o @
= =
2 3
@ o
Q. —~
5 2
|_
C v L) v L) v L) v L) v L) v L) v 10
0 30 60 90 120 150 180 210
Dias desde el 1°Julio
Exp.FP1
————————————————————————————— -18
16 -
) ‘ )
s it s
E v S
© 14 8
@ )
Q. —~
5 2
|_
12
0 10

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300
Dias desde el 1°Marzo

Figura 5.2: Condiciones fototermales exploradas dur&ixe.FP1(a) yExp.FP2(b). Las

lineas de tonalidad anaranjada representan lagccmmes térmicas (T°max: oscura, T°media:
intermedia , T°min: clara) y las de tonalidad dasicondiciones fotoperiddicas (entdf&N,
partida:FP18 punteadalFP15). Las barras de la parte inferior de los gréafiooscan los
periodos en que ocurrieron las fases de estabkltionde plantulas en bandejas bajo cubierta
(barra gris) y de crecimiento de plantas en maaatandiciones de campo (barra blanca). La
barra amarilla sefiala el periodo de inicio de @dna (FL1) considerando las plantas de todos
los tratamientos.
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En Exp.FP1, una proporcion considerable de plantas sin featilizsin
extensién fotoperiddica manifesté un comportamidmaual (25 + 7.2% de plantas
bienales erPN NOQ, figura 5.3). Tanto la extension fotoperiddica odan fertilizacion
contribuyeron a reducir la bianualidad aunque nerg®ntrd interaccion significativa
entre estos tratamientdsH; p<0.05;N: p<0.05; FP x N: p>0.05) Sélo las plantas
fertilizadas y sometidas a extension fotoperio@ia18 N120y FP15 N120 tuvieron
un 100% de floracion en la primer estacion de anemito. Sin embargo, la proporcion
de plantas anuales fue similar y cercana al 100%Pai8 NQ FP15 NOy FPN N120y
solo fue considerablemente menortN NO.

100+

FP18 NO FP18 N120 FP15NO FP15N120 FPN NO FPN N120

Figura 5.3: Proporcién de individuos dexp.FP1de comportamiento anual. Los colores
representan diferentes niveles de extension fatpiea EP18violeta; FP15naranja yFPN-
gris) y la tonalidad los niveles de fertilizacidor(alidad claralNO sin fertilizacion; tonalidad
oscuraN120fertilizada con NPK equivalente a 120 KgN/ha). lsegmentos representan el
error estdndar de la media de cada tratamiento.

En Exp.FP1, tanto la extension fotoperiddica como la feréitidn redujeron
significativamente el tiempoFL1 en las plantas de comportamiento anual (figurpa 5.4
El efecto de la extension fotoperiddica fue produwle una reduccion en la duraciéon de
las sub-fase$r-ET1s50 (p = 0.0001) VET150-FL150 (p<0.0001) sin detectarse
diferencias significativas entfeP18y FP15(p>0.05). La duracion de las sub-fa3es
ET1s0y ET1s50-FL150 enFPN fue en promedio 5 y 10 dias mayor que las de los
tratamientos con extensién, respectivamente. ltdiZacion, por otra parte, adelanté
significativamente la ocurrencia &84 15, (5 dias en promedio, p<0.0001) pero no tuvo
efecto significativo en la duracion de la subfagaiente,ET1s0-FL150 (p>0,05). En
consecuencia, el efecto de la suplementacion fatapea sobre la duracion de la fase
Tr-FL1 fue mayor que el de la fertilizacion. No se detecteraccion significativa
entre los tratamientos en ninguna de las dos seb{ps0.05).
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Figura 5.4: Tiempo a floracion (dias desde el transplante)laet@s deDenothera biennidel
Exp.FP1sometidas a diferentes niveles de extension fatogiea FP18 (violeta),FP15
(naranja) YFPN (gris) y 2 niveles de fertilizaciom120 (fertilizado, tonalidad oscura)NO (sin
fertilizar, tonalidad clara). Se discriminan 2 sagg@stransplante-ET1 (trama a cuadros) y
ET1-FL1 (trama rallada). Los segmentos representan el estdndar de la media de cada
tratamiento y subfase.

EnExp.FP2todas las plantas florecieron en la primera e&tegé crecimiento,
es decir que no se registraron casos de bianuakidiaglal que erExp.FP1, el tiempo
transcurrido desde el trasplante hadta vario significativamente en respuesta a los
tratamientos, sin detectarse interaccion entre @iB: p<0.0001;N: p= 0.0003; FP x
N: p>0.05). La duracion de las subfa3esET1s50y ET1s0-FL150 €n este experimento
fue mayor que la registrada Erp.FP1 (figura 5.5).
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FPN NO-
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Figura 5.5: Tiempo a floracion (dias desde el transplante)laet@s deDenothera biennidel
Exp.FP2 sometidas a diferentes niveles de extension fatogiea FP18 (violeta),FP15
(naranja) YFPN (gris) y 2 niveles de fertilizaciom120 (fertilizado, tonalidad oscura)NO (sin
fertilizar, tonalidad clara). Se discriminan 2 ag#sTr-ET1 5, (trama a cuadros) i T 150
FL1g, (trama rallada). Los segmentos representan el estandar de la media de cada
tratamiento y subfase.
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La extension fotoperiodica fue el tratamiento quayor impacto tuvo en la tasa
de desarrollo hastaT1l enExp.FP2 Los tres niveles del tratamiento difirieron
significativamente en la duracion de la subfais&€T1 5 (p<0.0001) que en promedio
dur6 68.3, 75.0 y 107.3 dias ER18 FP15y FPN respectivamente. La fertilizacion,
por su parte, redujo la duracidon de esta subfaBassen promedid120<NO,
p=0.0006). La duracion de la sub-fa&SElsq-FL 150, por otra parte, sélo vario en
respuesta al fotoperidédo, con diferencias sigrtifrea entre los tres niveles del
tratamiento pero en sentido contrario al registrata sub-fase anterior
(FP18>FP15>FPN, p = 0.0003).

El tratamiento de fertilizaciéon dexp.FP2,si bien genero diferencias
significativas en la fenologide las plantas)o logré grandes diferencias en la tasa de
crecimiento promedio de las plantashiey N120. TCv aumenté por efecto dé
(p<0,01) aunque sélo se lograron diferencias saatif’as (p<0,05) entr0 y N120en
FPN (figura 5.6).

FP18 NO FP18 N120 FP15NO FP15N120 FPN NO FPN N120

Figura 5.6: Diagrama de caja y bigotes de la tasa de crecimieetia de plantas de
Oenothera biennisometidas a diferentes niveles de extension fatagieaFP18 (violeta),
FP15(naranja) y=PN (gris) y 2 niveles de fertilizaciomN120(fertilizado, tonalidad oscura) y
NO (sin fertilizar, tonalidad clara). La caja delimites cuartiles 2 y 3 y los bigotes indican el
rango de los cuartiles 1(inferior) y 4 (superi@tf)punto indica la media de los tratamientos.
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Latasa de desarrollo hasta1 (TDgp.e11) delas plantas d&xp.FP2 sometidas
a extension fotoperiodic& P18y FP15), se relaciond lineal y positivamente con el
tamafio ARgp, r? = 0.43, p<0.0001) y la edad fisiol6giddHrp, ¥ = 0.28, p<0.0001) de
las plantas al inicio del tratamiento luminico (Hig5.7).
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Figura 5.7: Relacion entra la tasa de desarrollBTd (TDrp.e1y) Y €l area de rosetARgp(a) 0
el nimero de hoja®NHp, (b) al inicio del tratamiento fotoperiddico (FPA%P18) de plantas
de Oenothera biennison diferente disponibilidad nutricional (NO 6 N}2Cada punto
representa una planta individual. La linea indicgeste de las observaciones a un funcién

lineal (n=173).
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La tasa de desarrolloEET 1 presentd una relacion mas robusta con el tamafio
(AR) que con la edadNH) de las plantas. Esta tendencia se manifestoloasn las
mediciones realizadas al inicio del tratamientofetiddico (Figura 5.7), sino ademas
en aqguellas realizadas en un submuestreo (n=48pegb del periodo previoEAT1
(figura 5.8). La relacion ent#®R y TDgp.e11 fue mas estrecha cuanto mas proxima a
ET ) fue realizada la medicion deR.

S 100~
— 804 °® oo ©°
c @
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e °
§ 409 o e AR
3 NH
() 20-
2 FP ET1q
© ¥ v
8 C ; | ) | ) | ) | ) L}
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Dias desde trasplante

Figura 5.8: Coeficiente de determinaciéﬁ(%) de la regresion lineal d®rp.71 €n funcién

del &rea de rosetaR) o del numero de hojabld) medidos en diferentes momentos antes del
primer registro d&T1 (n=48). FP: Inicio de tratamiento fotoperiodico; Iz} primer registro
deET1.

El tamafo de las plantas al comienzo del tratamiroperiodico ARgp),
también se asocio con su tasa de crecimiento pwsteredida hast&T1 ) (figura 5.9).
Finalmente, la tasa de crecimiento durante la egjgosa condiciones inductivas de
fotoperiodo TCrp-er1(1)), MOStré una mayor asociacion cbDep_er1 que la registrada
conARgpY NHep (figura 5.10).
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Figura 5.9: Relacion entra la tasa de crecimiento durantepasgion a fotoperiodos
extendidos artificialmentélDrper1) Y €l area de roseta de las plantsR«p) al inicio de la
exposicion en plantas dgenothera biennisometidas a diferente disponibilidad nutriciom (
y N120). Cada punto representa una planta individualifesa indica el ajuste de las
observaciones a una funcion lineal (n=173).
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Figura 5.10: Relacion entra la tasa de desarroll6Td (TDgper1) Y la tasa de crecimiento de
plantas déDenothera bienniexpuestas a fotoperiodos extendidos artificialm@rR15y

FP18) y distinta disponibilidad nutricionaNQ y N120). Cada punto representa una planta
individual. La linea indica el ajuste de las oliaerones a un funcion lineal (n=173).
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5.4 Discusion

Tanto la extension fotoperiodicR) como la fertilizacion|) son tratamientos
efectivos para acelerar la tasa de desarrollo FAStgTD ;- .1) Y promover la
anualidad en condiciones ambientales, como l&x@e-P1, que determinan una
proporcion variable de plantas de comportamiergadli(figura 5.3). El efecto deP
sobreTD, .1 fue mayor que el dd, tanto erExp.FP1como erExp.FP2, en
concordancia con la literatura que reconoce apfriodo y a la temperatura como
principales reguladores del desarrollo de los wodti{Major 1980, Hodges 1991,
Gonzalez et al. 2002). Por otra parte, el reducigiacto deN sobre el crecimiento
(figura 5.6) podria ser un argumento alternativa gplicar la baja respuesta a la
fertilizacion, en términos de desarrollo, en loparkmentos presentados. Si bien los
efectos dé-P y N sobre la fenologia deenothera bienniparecen ser aditivos, ya que
no se detecto interaccion significativa en ningdados analisis realizados en los dos
experimentos (figuras 5.3, 5.4 y 5.5), se aceptdado que las plantas de mayor tasa de
crecimiento, durante la incidencia de sefiales itwdas de la floracion eBxp.FP2,
iniciaron la reproduccion antes que las de mersar tie crecimiento (figura 5.10).

De acuerdo a lo establecido en los antecedentesefeeencias en Klinkhamer
et al. 1987b), el area de rosetdR, estimador de biomasa) resulté ser un mejor
indicador que el numero de hojdH, estimador de edad fisiolégica) de la capacidad
de respuesta de los individuos a los estimulosemtdies que desencadenan la
floracion (figuras 5.7 y 5.8). Sin embargo fuedaa de crecimiento durante la
exposicion a fotoperiodos inductivos (otro paramasociado tanto a la disponibilidad
de recursos como a la condicién enddégena de lgaplahindicador que mejor se
relaciond con la tasa de desarrollo (figura 5.M®) obstante, como se discutio en el
capitulo anterior, la mayor parte de la variabdidsa 1aTCgp.e1; de los individuos no
se deberia al efecto de los tratamientos de #atildn aplicados, sino a posibles
factores microambientales o genéticos no conteroplddrante la realizacion de los
experimentos.

La tasa de crecimiento se ha relacionado con laghitidad de florecer de otras
bienales facultativas con@irsium vulgaregKlinkhameret al. 1987a) Carlina vulgaris
(Klinkhameret al. 1991), 6Cynoglossum oficinal@Vesselingtet al. 1997) pero no hay
antecedentes que hayan asociado este parameti@tasa de desarrollo de los
individuos de comportamiento anual (Capitulo 45uAvez, la tasa de crecimiento
previa a la reproduccion ha tenido, en general,amefluencia que el tamafio sobre el
desarrollo reproductivo de estas especies (Klinldratal. 1987a; Klinkhameet al.
1991).

Se ha propuesto que un minimo area foliar pued®noecesario para la
fotoinducciénper sesino como indicador de la capacidad para proveeasimilados al
meristema apical durante este proceso (GianquBfi@)1 Se cree que los
fotoasimilados cumplen un papel importante enilddnion floral de las plantas, no
s6lo como parte de una sefial endégena complejamdaatla respuesta fotoperiddica,
sino ademas como principales reguladores del toatesge solutos (entre ellos posibles
moléculas promotoras de la floracion) hacia eté@jpior via floematica (Perilleux y
Bernier 2002 citado en Thomas 2006; Bernier y Reril 2005). Seria esperable
entonces que las plantas de mayor tasa de cretoamaener una mayor produccion
de asimilados, se induzcan a floracion mas rapidesgpuesta al fotoperiodo.
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Aunque la tasa de crecimiento durante las condési@amductivas de fotoperiodo
(TCep-em1(2) €S el parametro que mejor se relacion6 con éadaslesarrollo de
Oenothera biennisnExp.FP2, es innegable que este indicador esta intimamente
relacionado con el tamafo de roseta al iniciordghmiento ARgp, figura 5.9). Ambos
indicadores dependen, ademas del genotipo, dadtsrés ambientales que modulan el
crecimiento:ARp estaria determinado por las condiciones de crentmiprevias a la
exposicion al fotoperiodo, mientras qU@rp.e1 l0 esta por las condiciones durante el
tratamiento fotoperiddico y p&Rep. Por lo tanto, sARp reflejaria en alguna medida
el estado enddgeno de la planta y su capacidagsgeaesta a las sefales inductoras
(Wesselingh y de Jong 1995; Wesselieglal. 1997),TCrp.eT1(1) €S UN indicador que
integra tanto a la condicion endégena como a ldazhidel ambiente durante la
induccidn. Se sugiere entonces la hipétesis gaeeal de roseta no es en realidad el
factor que determina la capacidad de respuestasdadntas a los factores
desencadenantes de la floracion sino que intenimnetieectamente modulando la
capacidad de crecimiento de los individuos durknteurrencia de condiciones
inductivas. El hecho de que la tasa de crecimieay@ resultado un indicador menos
confiable que el tamafio de planta en antecedentesas especies, podria deberse, en
parte, a que se haya considerado la tasa de cemtomelativa ([Tamano final —
Tamafio inicial]/tamafio inicial ) y no la absolufBamarnio final — Tamafo inicial)
como se hizo en esta tesis. La utilizacion deda ti# crecimiento relativa, al descartar
el efecto del tamafio inicial de las plantas, ign@de de la informacion acerca de su
condicion endogena.

Podria plantearse la hipétesis de que sea la refspaida vernalizacion, y no la
fotoperiddica, la que sea modulada por la tasaetBrmaiento, dado que la aplicacién del
tratamiento de luz elBxp.FP2coincidié con un periodo de temperaturas vernaizan
(figura 5.2). Se ha establecido en muchas espbkigrales facultativas que la respuesta
a la vernalizacion depende de la biomasa acum(ladda 1.1, Anexo I). A su vez, la
vernalizacion puede influir sobre la respuestadetibdica, ya sea adelantando el inicio
de la fase fotoinductivae. sensible al fotoperiodo (Hodges 1991), y/o inciretar@do
la sensibilidad de las plantas al fotoperiodo (Gigmto 1997; Erwiret al. 2002). Sin
embargo, las plantas &xp.FP1, que practicamente no tuvieron exposicion a
temperaturas vernalizantes luego del trasplan&itan aceleraron su desarrollo en
respuesta a la fertilizacion. El hecho de que &bpale respuesta a la fertilizacion en
términos de desarrollo haya sido similafsp.FP1y Exp.FP2 (Figuras 5.4 y 5.5)
ratifica en buena medida que es genuinamentepaesta a fotoperiodos inductivos la
gue es modulada por la tasa de crecimiento. Sier@afasi no deberia haber diferencias
entre las tasas de desarrolloNizy N120enExp.FPL1 Por su parte, la posibilidad de
gue la vernalizacion d@enothera biennisambién dependa de la tasa de crecimiento
debera ser evaluada en futuras lineas de invegtigac

AunqueExp.FP1ly Exp.FP2 presentaron en términos generales un patron de
respuesta similar a los tratamientos aplicados, edExp.FP1 se registraron casos de
bianualidad, principalmente en condiciones natgrd&fotoperiodo sin fertilizacion
(FPN NQ, figura 5.3). La ocurrencia de individuos bienaa&xp.FP1 podria
atribuirse al menos a dos causas posibles: i) agse haya satisfecho el requerimiento
de vernalizacién de las plantas, y/o ii) al efat#algin otro factor, probablemente altas
temperaturas, que impida la induccion de la flanacle plantas competentes en
presencia de sefales inductivas (Reekig.1997).

Si bien la vernalizacion no es una condicion olttiga para la floracion de
todos los individuos, esta sefial ambiental conggbauaumentar la proporcién de
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plantas de comportamiento anual (Capitulo 3). Aer@enothera biennipuede ser
vernalizada desde estadios tempranos (semilla gada), el periodo de exposicién a
bajas temperaturas durante el establecimientor@ifi?a) pudo haber resultado
insuficiente para satisfacer la respuesta a laaligation de los individuos de mayores
requerimientos. La promocion del comportamientcahpor fertilizacion, en individuos
no vernalizados de bienales que responden ahfaisido reportada ddaucus carota
Scabiosa columbrari@Verkaar y Schenkeveld 1984 )Carlina vulgaris(Klinkhameret
al. 1991), entre otras especies, aunque los mecanisrasacrados en esta respuesta
no han sido esclarecidos.

Respecto al posible efecto de altas temperaturasg\Prue (1975) sostiene que
muchas plantas de dia largo, aun en presenciaaj@eftodos inductivos, permanecen
en estado vegetativo si son expuestas a tempeyatocturnas elevadas. Asumiendo
que las plantas que manifestaron comportamient@béventualmente iban a ser las
Gltimas en iniciar la reproduccion, cabe la pogibil de que al momento de adquirir
competencia para hacerlo, la exposicion a las edtaperaturas de diciembre haya
impedido su induccién fotoperiddica. Si bien haggmantecedentes que atribuyan la
inhibicion de la reproduccion al efecto de altasgeraturas (Windauet al. 2004) este
factor aparece como un candidato para explicamlgomincidencia de bianualidad en
fechas de siembra tardias. Esta discusion se redamael Capitulo 6.

Los experimentos no solo difirieron respecto atadencia de individuos de
comportamiento bianual sino, ademas, en la magdilédfecto de los tratamientos
sobre la fenologia de los individuos de comportati@anual. La extension
fotoperiddica acelerd la tasa de desarrolioTa en los dos experimentos (figuras 5.4 y
5.5), aunque las diferencias entre los nivelesrdtimiento se hicieron mas evidentes
enExp.FP2donde el contraste entre los fotoperiodos natsifgRN) y los extendidos
(FP15y FP18) fue mayor (figura 5.2).

La existencia de diferencias fenologicas eRfP&l y FP15enExp.FP1sugiere
que, al menos al inicio del tratamiento fotoperdgdFPN (aprox. 13.9 hrs.luz/dia) fue
menor que el requerido para inducir la respuestalopque el fotoperiodo critico para
la induccion floral dé®Oenothera biennisstaria entre 14 y 15 hrs.luz/dia. Sin embargo,
enExp.FP2las plantas dEPN iniciaron la reproduccion con fotoperiodos menodes
12-12.5 hrs.luz/dia (principio de septiembre). Bnaordancia con los resultados de
Exp.FP2, Picard (1965, citado en Cloughal.2001) sostiene que la floracion Qe
biennisvar. sulfureaocurre con fotoperiods 12hs. luego de un tratamiento de
vernalizacion de mas de 10 semanas de duracigroBable que las diferencias entre
experimentos, en cuanto al fotoperiodo critico f@tena de la respuesta fotoperiddica,
se deban precisamente a diferencias en la saifiadel requerimiento de
vernalizacion. Se ha reportado que la vernalizapi@de incrementar la sensibilidad al
fotoperiodo, ya sea variando el fotoperiodo crifi€asperbaueet al. 1962; Lang 1965
citado en Erwin 2007; Runkkt al. 1999) o reduciendo la cantidad de dias necesarios
para lograr la induccion (Gianquinto 1997). Tamkgérhan reportado variaciones en el
fotoperiodo critico por efecto de temperaturasemalizantes (Heide y Sgnsteby 2007)
e incluso cambios en el caracter de la respueipdnddica (cualitativo o cuantitativo)
por efecto de la vernalizacion (Runlkeal. 1999) y/o la temperatura (Vince-Prue
1975). Futuros experimentos en condiciones comtasidon necesarios para lograr una
caracterizacion mas completa de la respuesta fadaliea deOenothera biennig de
cOmo ésta varia en respuesta a la vernalizacioraytémperatura.

Finalmente, los resultados B&p.FP1 sugieren que el efecto fotoperidédico no
sé6lo regula el desarrollo hadtd 1, sino que influye ademas sobre la sub-fase sitgjien
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ET1-FL1 (figura 5.4). La extension del fotoperiodo condaijon acortamiento de la
duracién de la faseT1-FL1 enExp.FP1que no pudo registrarse Erp.FP2, dadas
las diferencias en el ambiente térmico exploradamte esta sub-fase por los
tratamiento$=P15y FP18 (ET1-FL1: mediados de Julio a mediados de Octubse)
FPN (ET1-FL1: Septiembre a Noviembre). En este caso, la exposieFPN a
temperatura mas elevada seria la causa de su taagaite desarrollo ente1 y FL1.
Por otra parte, el hecho de quebep.FP1ET1 haya ocurrido en el mismo momento
en tratamientos corrP15 NOy FP18 NQ y sin extension fotoperiodic&PN N120,
figura 5.4) permite inferir que la reduccion emiaacion de esta fase se debe a un
efecto fotoperiddico legitimo ya que estas comhoraes de tratamientos no
presentaron diferencias en el ambiente (térmicploeado. El efecto de la fertilizacion,
por su parte, solo influyé en el desarrollo h&ST4, en concordancia con los resultados
del capitulo anterior (figura 4.4).

Resumiendocel inicio de la reproduccién d@enothera biennjsen respuesta a
fotoperiodos inductivos, parece estar mas asocidddasa de crecimiento de las
plantas que al tamafio o la edad de los individumsc@o de las condiciones inductivas.
Al depender del tamafio, la tasa de crecimientmesejor indicador que éste de la
condicion endégena de las plantas ya que no stiégareu historia previa sino la que
presentan durante la exposicion a los estimulosemtattes que promueven la floracion
(fotoperiodo y probablemente vernalizacion). Laiisfaccion del requerimiento de
vernalizacion y/o la exposicion a temperaturasageag durante el periodo de
condiciones naturales fotoinductivas, aparecen qoosidles candidatos para explicar
la mayor incidencia de comportamiento bienal ehdsale siembra tardia.

El principal mensaje de lo expuesto en este capi@gide en el planteo de que
la capacidad de respuesta@enothera biennia fotoperiodos inductivos estaria
condicionada en buena medida por la tasa de cratinde las plantas durante las
condiciones promotoras de la floracion, pero ladieiscia de otros factores del
ambiente podria influir positiva (vernalizacionhpegativamente (altas temperaturas) en
esta relacion. Estos, y los principales hallazga®etrados a lo largo de esta tesis,
seran considerados en forma integrada en el progapiulo. Esta informacién, se
complementara con los resultados de algunos expeta® anexos que, si bien no
formaron parte de ninguno de los objetivos espaxdfinicialmente propuestos en esta
tesis, contribuyen en gran medida al objetivo garae incrementar el conocimiento de
los factores que determinan el comportamiento bfewaltativo deOenothera biennis
y aportar herramientas para el entendimiento fisitdogia reproductiva de las
especies monocarpicas perennes.
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CAPITULO 6: DISCUSION GENERAL

Las especies bienales facultativas suelen presembaamplia variabilidad en el
momento de su reproduccion, pudiendo florecer gmitaer estacion de crecimiento
luego de su emergencia (comportamiento anualjp sagunda (comportamiento bienal)
o0 incluso en afos posteriores (comportamiento mapam cortamente perenne)
(Baskin y Baskin 1979a; Kelly 1985; Klinkhamatral. 1987 a, b; Lacey 1988; Prins
1990; Wesselingh y de Jong 1995; Bloetal. 2003). Esta variabilidad constituye una
limitante para la explotacion comercial de cultiviamto en especies horticolas en las
gue se cosechan 6érganos vegetativos (ej. repelflacha, zanahoria) y es deseable el
comportamiento bienal (Amasino 2005), como en a@spate grano com@enothera
biennisdonde se procura que el cultivo tenga un compaetaimanual (Horrobin y
Lapinskas 1993; Lapinskas 1999).

Buena parte de la incertidumbre asociada al commaento reproductivo de
estas especies puede ser reducida si se deteriaslaases fisiologicas que gobiernan
el control de su floracion (Klinkhamet al 1987b). La gran mayoria de los
antecedentes coinciden en atribuir el comportamibignual facultativo a la
variabilidad en la duracion de la fase juvenil d&as especies, durante la cual las
plantas son incapaces de responder a los factoi@srtales que desencadenan la
reproduccién.e. vernalizacion y fotoperiodo. A su vez, la duradie esta fase juvenil
estaria determinada por el ambiente explorado; rasuose trabajos han propuesto que la
adquisicién de competencia para florecer depenflaréamentalmente de la biomasa
acumulada por las plantas y no de su edad fisicddgVerner 1975; Werner y Caswell
1977; Baskin y Baskin 1979 a, b; Gross 1981; Ld&86a; de Jongt al. 1998;

Simons y Johnston 2000; Metcatfal. 2003).

Desde que Werner (1975) establecié que las rodefagpsacus fullonundeben
superar un determinado tamafio critice. amafio minimo 6 tamafo umbral) para
florecer, numerosos trabajos se han llevado a pat®determinar cudl es el tamafio
minimo que permite a las diferentes bienales fatiu#ts responder a las sefiales
ambientales que inician la reproduccion, y pormacilel cual la probabilidad de
florecer se incrementa con el tamafo (Gross 198thKy Hirose 1983; Reinartz 1984;
Kachi y Hirose 1985; Hirose y Kachi 1986; Lacey 888Wesselingh y de Jong 1995;
Wesselingh et al. 1997; de Joetgal. 2000; Bloomet al. 2002).

Hasta la fecha, la mayoria de los antecedentearsknhitado a analizar, en
términos probabilisticos, el efecto del tamafio giflerentes factores ambientales sobre
la proporcién de plantas florecidas en una estadgocrecimiento determinada (Baskin
y Baskin 1979a; Van der Meijden y Van der Waals-Kk8¥9; de Jongt al. 1986
;Prinset al. 1990; Klinkhameet al.1991; Wesselingh y Klinkhamer 1996; Wesselingh
et al. 1997; de Jongt al. 1998; Bendeet al 2002a; Sletvold y Grindeland 2007). Esta
informacion resultd de utilidad para explicar yfegecir la dinamica poblacional de
muchas de estas especies en condiciones ambiedifalestes de su habitat natural.
Sin embargo, son escasos los trabajos que se bngsto caracterizar
cuantitativamente el efecto de estos factores daliesa de desarrollo de los individuos
dentro del ciclo anual, con miras a la puesta #ivoude alguna de estas especies para
la produccién de granos.

La originalidad de este trabajo residio, precisamesn intentar integrar parte de
los conceptos surgidos de los modelos ecolbgicossdeaficos de poblaciones
naturales de especies bienales facultativas cabogtlaje ecofisiolégico empleado para
explicar el control del desarrollo de los cultitcdicionales. De esta manera, se
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procurd avanzar en el conocimiento del controledioracion deDenothera biennjso
s6lo en términos de la determinacion de su commagteto reproductivo (anual 6

bienal), sino ademas en la regulacion de su fefolag respuesta a algunos factores del
ambiente.

En este contexto, la realizacion de esta tesistéesn dos importantes
contribuciones para el entendimiento del contrdadéoracion de las especies bienales
facultativas, y d®©enothera biennisn particular. En primer lugar, se genero
informacion sobre las variables intervinientesaregulacién del momento de floracion
de los individuos de comportamiento anual. Si Idemothera biennise produce a
escala extensiva en muchos paises, hasta la feddstian antecedentes que hayan
analizado, en forma integrada, el efecto de laxcppales factores del ambiente sobre el
desarrollo fenoldgico de esta especie. En segugiu,lse contribuyo a la
identificacion de posibles factores involucradoseedeterminacion del
comportamiento bienal facultativo una caracterstjae, pese al mejoramiento, sigue
siendo una limitante para la produccion en varaisgs del mundo (Dergg al. 2000;
Ghasemnezhad 2007; Krol 2007).

En relacion con la primera contribucion arriba nmienada, se encontraron
efectos cuantitativos sobre la tasa de desarrdliwracion de los individuos de
comportamiento anual, producto de los principadesores analizadosernalizacion
(Capitulo 3)fotoperiodo (Capitulo 5) yfertilizacion (Capitulos 4 y 5) y se ubicaron
las ventanas temporales en que intervendrian adgimestos factores. Adicionalmente,
se realiz6 una caracterizacion preliminar del efélet la temperatura sobre la tasa de
desarrollo pre-floracion (Anexo VI) que, si bienmabia sido propuesta explicitamente
en el planteo original de la tesis, contribuye mterpretacion de varios de los
resultados obtenidos.

Un primer hallazgo relevante de esta tesis fudauernalizacion de
Oenothera bienniso requiere del logro de un tamafio minimo, comgulyeria la
bibliografia (Gross 1981), o al menos que esteariento no se presenta en todos los
genotipos de esta especie. Conforme a lo posteiatia, se encontré que plantulas
vernalizadas en estadios pre-cotiledonales (aetés ekpansion de los cotiledones)
responden cuantitativamente al tratamiento deafiledantando la floracion (Figuras 3.4
y 3.6). De esta manera, al menos para la respaéstaernalizacion, el genotipo
estudiado d®enothera biennigo presenta una fase inicial de insensibilidadaem
habia reportado en otros trabajos (Chouard 196@ydPiL965 citado en Urbano Terrén
1992).

El fotoperiodo fue, de los factores estudiados, el tratamienéo qu
cuantitativamente tuvo mayor efecto sobre la tasdegarrollo a floracion de los
individuos anuales. La extension artificial delojp¢riodo resulté en un adelanto del
momento de floracién, respecto al tratamientodeston fotoperiodo natural, de entre
15 y 30 dias en promedio segun las condicionesertaes (Figuras 5.4 y 5.5).
Aparentemente los dias largos no solo reducenrkcifun de la fase vegetativa
(estimada en esta tesis como la fase preki@lg sino que ademas aceleran el
desarrollo luego de la iniciacién floral, por lomes durante la fase reproductiva previa
a floracion ET1-FL1).

El hecho de que ldisponibilidad de nutrientes mineralestambién intervenga
en la regulacion del desarrollo fenoldgico a floddaqaunque con un impacto menor
gue el del fotoperiodo) representa otro hallaztgvamte de esta tesis. Este hecho
concuerda con lo predicho &h ya que, bajo las mismas condiciones experimentales
plantas con menor disponibilidad de nutrientessigjfertilizacion agregad&l0)
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retrasan el inicio de floracidon (en promedio 5 dé&specto al tratamientd120 figuras
4.4, 5.4y 5.5). A diferencia de la respuesta fetidlica, la aceleracion de la tasa de
desarrollo en respuesta a la fertilizacion se ls@fado en la fase vegetativar {
ET1), pero no en la fase reproductiva temprdfiBl¢FL1, figura 4.4).

El efecto de la nutricion mineral sobre el mometgaeproduccion no parece
estar asociado, en forma directa, al logro de teraenado tamafo umbral para la
floracion, como sugieren los antecedentes (Gro8%;1Reekieet al 1997), pero si a
alguna otra variable asociada al crecimiento. B gmntido, la tasa de crecimiento
durante la exposicion a fotoperiodos inductivostndagna mayor asociacion con la tasa
de desarrollo &T1 (figura 5.10) que el tamafio o la edad de las atape. nUmero de
hojas; figura 5.7) y permitié explicar cuantitativente parte de la variabilidad en el
momento en que inician la reproduccién plantasienglo en ambientes térmicos y
luminicos similaresExp.FP2). Conforme a lo predicho éths, cuanto mayor la tasa de
crecimiento de los individuos més temprano ocurimei@o de la reproducciori.g.

ET1) bajo un fotoperiodo determinado. Windaaeal (2007) también encontraron que
la tasa de crecimiento de las plantas regula elentorde floracion ehesquerella
mendocinaotra especie bienal facultativa. Estos autorggesen que el logro de una
determinada tasa de crecimiento seria la seftabpa que desencadena la
reproduccion en esta especie, ya que su desaieathbdgico hasta iniciacion floral no
responde a ninguno de los factores reguladoregiadles (temperatura, fotoperiodo o
vernalizacion). Distinto es el caso @enothera biennidonde el cambio de fase de
vegetativo a reproductivo si esta regulado porsdsittores por lo que la tasa de
crecimiento podria influir sobre el desarrollo,sga directamente como una sefial
(como enLesquerelld, o bien indirectamente proveyendo las condiciorezesarias
para que se exprese la reproduccion en respuestasasefiales inductoras de la
floracion (Erwin 2007). Experimentos futuros peinait esclarecer los mecanismos
funcionales implicados en la relacion entre la tesarecimiento y la tasa de desarrollo
aET1 deOenothera biennis

En cuanto a la segunda contribucion de esta tesises factores propuestos
como posibles determinantes del comportamient@deativo de esta especie
(vernalizacion, fotoperiodo y disponibilidad de nutrientes), ademas de los citados
efectos cuantitativos sobre la tasa de desarrelloglindividuos de comportamiento
anual, han contribuido a reducir la incidenciardividuos de comportamiento bienal.
Si bien los resultados dexp.Vn2 (Capitulo 3) sugieren que Va&rnalizacion no seria
un requerimiento obligado para la floracion@enothera biennjsal menos en alguna
fraccion de la poblacién, la aplicacion del tratamid de frio en semillas pre-
germinadas redujo la proporcion de individuos Hesde 16% a 6% efxp.Vnl
(figura 3.3) y de 66% a 44% ¢&xp.Vn2 (figura 3.5). Por su parte, tantodatension
fotoperiodica como lafertilizacion NPK redujeron la incidencia de comportamiento
bienal del 25% al 5% de los individuosep.FP1y la accibn combinada de estos
factores tuvo un efecto sinérgico que logré urta@e individuos anuales (figura 5.3).

Independientemente de la magnitud del efecto quarhiznido los factores
estudiados sobre el comportamiento reproductivOegothera biennjsel analisis de
los tratamientos testigo €. sin aplicacion de tratamientos de Vn, FP o fediion) de
los diferentes experimentos de esta tesis parégmimngue la incidencia de
comportamiento bienal aumentaria con el retrada techa de siembra, 0 méas
concretamente, de trasplante a campo (figura Authentos en la proporcion de
individuos de comportamiento bienal por retrasokdacha de siembra también han
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sido reportados en trabajos previos con ésta @Q00V) y otras bienales facultativas
(Prinset al. 1990). Para avanzar en el andlisis de como lafdelsiembra modula el
comportamiento reproductivo d&nothera biennign esta discusion fueron incluidos,
ademas de los experimentos analizados previanmagtgos experimentos
complementarios de reciente realizacion que seresentado como anexos.

100+
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Fecha de trasplante a macetas a campo
(dias julianos)

Figura 6.1: Proporcién de individuos deenothera biennide comportamiento bienal, en
funcién de la fecha de trasplante de los difereex@grimentos de esta tesis. Para este analisis
so6lo se consideraron los tratamientos “testigolbdeexperimentos correspondientes a los
objetivos especificos de este trab&jgpVnl, Exp.Vn2 (Objetivo 1),Exp.N (Objetivo 2),
Exp.FP1y Exp.FP2 (Objetivo 3).

El comportamiento bienal de otras especies en saardias se ha atribuido
frecuentemente a la insatisfaccion del requerimiéetvernalizacion y/o un mayor
potencial de devernalizacion por parte del ambi@gelonget al. 1987; Klinkhameet
al. 1987a; Wesselingh y de Jong 1995; Beradexl. 2002a). Si la vernalizacion fuera
una condicion necesaria para la floracién, losviddios que no hubieran cubierto sus
requerimientos de frio serian incapaces de floiedependientemente de las
condiciones posteriores al periodo invernal (sahmiento artificial de frio; Bendet
al. 2002a). Sin embargo, Ekp.Vn2 (Capitulo 3) revela que la vernalizacion no es un
requerimiento obligado para la floracion@enothera bienniEste hecho representa
otro hallazgo importante de esta tesis que pudomeaprobado mediante la realizacion
de un experimento anexo sembrado en época edivek 1V). En este experimento,
casi todos los individuos sometidos a extensidopkeriddica iniciaron la reproduccion
(ET1) sin exponerse a vernalizacion alguna (Figura)l\Dhdo que la vernalizacion no
es condicidrsine qua norpara la floracion (Capitulo 3 y Anexo 1V), otr@fores
ambientales y/o enddgenos serian los determindate®mportamiento bienal en
fechas de siembra tardias.

La incapacidad de responder a fotoperiodos indeetdor no haberse alcanzado
un hipotético tamafio o tasa umbral de crecimigatopoco parece ser la causa de la
bianualidad en fechas de siembra tardias. Porda $& registraron individuos anuales
que iniciaron su reproduccion con tamafios relatermpequefios (€\Rer: ~ 40cnf
en algunos individuos dexp.FP2, datos no presentados), lo que indicaria queaterh
un tamafio minimo para la reproduccion, este sacilrfente alcanzable en las
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condiciones en que se desarrollaron los experirseRiar otro lado, en diferentes
experimentos se registraron individuos bienalesli@detasa de crecimiento (Figuras

IV.2 y V.1, Anexos IV y V) y/6 gran tamafio (Figuithl, Anexo Ill), aun en
tratamientos con suplementacién luminica. De estaena, el logro de un tamafio 6 tasa
de crecimiento determinados durante la ocurrerei@iperiodos inductivos tampoco
seria condicion suficiente para asegurar la floragiel comportamiento anual de los
individuos.

A partir de lo anteriormente expuesto surge consigilaad que el
comportamiento bienal deenothera biennigo sea producto de la insatisfaccion de
requerimientos supuestamente obligados de vern#lizaotoperiodo o tamafio para la
reproduccioén, sino quizas, el resultado de la ewiia de algun otro factor,
mayormente asociado a fechas de siembra tardi@asenga efectos inhibitorios sobre
la reproduccion. Las altas temperaturas durargerébdo en que ocurriria la iniciacion
floral podrian ser ese factor (Lang 1952; Vincee”t@75; Erwin 2007). Se ha
observado qukeesquerella mendocinatra herbacea bienal facultativa, presenta una
respuesta cualitativa a la temperatura supra-6ptméa que la reproduccion no ocurre
con temperaturas mayores a 20°C (Windatiat. 2004). La exposicion a altas
temperaturas  25-28°C) también inhibe la elongacién del talla floracion en la
planta de dia largeustoma grandiflorunfHarbaughet al. 1992) lo que explicaria su
comportamiento bienal cuando la germinacion ocemrgerano (Harbaugh 2007).

Algunos analisis preliminares aportan elementoseor de la hipétesis de que
las altas temperaturas pueden inhibir la reprodncdeOenothera biennigAnexos V 'y
VI). Aparentemente, la ocurrencia de temperaturadias diarias mayores a 25°C y/0
temperaturas maximas mayores a 30 °C alredederdktdrminacion deT1,
aumentarian la incidencia de individuos de compugato bienal, ain en condiciones
fotoperiodicas inductivas y con altas tasas demieato (Anexo V). Cuanto mayor la
exposicion a temperaturas elevadas, mayor secantadad de individuos que retrasan
su reproduccién para el afio siguiente (Figura VI/8texo VI). Estos valores de
temperatura se encontrarian por encima de la tettypardptima para la fase vegetativa
de esta especie y estarian proximos a la tempanai@xima fisioldgica a la cual la tasa
de desarrollo se hace nula (Figura VI.1; Anexo 8l)bien se requieren experimentos
futuros en condiciones controladas para corrobesta hipétesis, la confirmacion de la
misma constituiria un hallazgo clave para enteeleomportamiento bienal facultativo
de Oenothera biennjfundamentalmente, en fechas de siembra tardias.

A la luz de los resultados presentados, surgedesmad de desarrollar un
modelo conceptual alternativo para explicar el cortgmiento bienal facultativo de
Oenothera biennisA continuacion se contrastan dos posibles mogelos interpretar
el comportamiento reproductivo de esta especiel mpdelo anterior a esta tesis,
confeccionado a partir de la recopilacion de lde@dentes de la bibliografia y b) un
modelo surgido de esta tesis, producto de las susxidencias encontradas. La
representacion gréafica de éstos se muestra equiiaa f6.2.

Antes de la realizacion de este trabajo, los prades factores propuestos como
determinantes de la anualidad/bianualidad de epiceeran un requerimiento
obligado de vernalizacion(op; Chouard 1960) y un umbral de biomaa&() que
las plantas tendrian que superar para respondaensima (Gross, 1981). Los dias
largos DL ) también se consideraban un requerimiento obligada la floracion, pero
facilmente alcanzable una vez satisfecho el requenito de vernalizacion (Picard,
1965). La probabilidad de florecer en la primerta@én de crecimiento segun este
modelo dependeria, entonces, de la época de emexgknlas plantulas, de la
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intensidad y duracion del periodo invernal y ddisgponibilidad de recursos del sitio
(N) que, a través de la tasa de crecimiento de #ags previa al inviernd C),
determinarian el logro o no del tamafio umbral fEveernalizacion (Figura 6.2a). Sélo
las plantas que superab@Ru podian vernalizarse en invierno e iniciar la rejpixion
(ET1) en respuesta a los dias largok ) de primavera-verano.

El modelo conceptual alternativo que se proponesémtesis involucra, en
términos generales, las mismas variables que etianpero incluye un nuevo factor
potencialmente inhibitorio: las altas temperatanates d&=T1 (1T°, Figura 6.2b). A
diferencia del modelo inicial, la vernalizacidmg,) promueve el desarrolloEr 1
pero no constituye un requerimiento obligado pari#oracion. A su vez, la percepcion
0 respuesta de las plantas al frio no dependegie e un determinado umbral de
biomasaARu). La capacidad de responder a fotoperiodos Igigo}$tampoco
requeriria del logro de ulRu dado (o si asi fuera, seria un ARu muy bajo), aarg
respuesta &P si estaria condicionada por el tamafiR (area de roseta) alcanzado por
las plantas al momento de la fotoinduccion. Estaséya que la tasa de crecimiento
(TC), que depende d&R y de la disponibilidad de recursos (entre eldsseria un
indicador de cuan propicias son las condicionedpgenas y exdégenas, para que inicie
la reproduccionET1) en respuestal@P inductivos. Cuanto mayor @€ durante la
exposicion DL, mas rapido ocurreT1. El fotoperiodo ademas acelera el desarrollo
después dET1, adelantando el inicio de floracioRL(1). Como en la mayoria de los
cultivos, la temperatura regularia la duracionatkas las etapas fenoldgicas previas a la
floracion, aumentando la tasa de desarrollo corementos de la temperatura en el
rango suboptimo y reduciéndola dentro del rangoasygiimo.

En este nuevo modelgn y TC tienen un efecto cuantitativo sobre el desarrollo
deOenothera biennimientras quéP tendria un efecto cualitativo (hay antecedentes
en la bibliografia y evidencias no presentadassémtesis que sostienen esta suposicion
aunqgue harian falta experimentos en condicionescor@soladas para demostrarla). Sin
embargo, la definicion del comportamiento reprotagianual o bienal, dependeria
fundamentalmente de la probabilidad de ocurreneiardperiodo de temperaturas
elevadas cerca deT1 (y/o posiblemente de la iniciacion floral). Emfedida en que
los factores promotores de la floracidm( TC y FP) aceleren el desarrollo y ubiquen
este estadio antes de la exposicion a las altgetataras de verano, las plantas
iniciaran su reproduccion y floreceran en esa misstacion de crecimiento. Si, por el
contrario, las plantas son expuestas a un periederdperaturas elevadas alrededor de
ET1 (i.e. cuando las primeras plantas de la poblacion @sié&ando la reproduccion),
muchos individuos no elongaran la vara floral aréceran hasta la estacion de
crecimiento siguiente. La coincidencia estaciondbeocurrencia de altas temperaturas
inhibitorias y fotoperiodos largos promotores dédeacion explicaria porqué en fechas
de siembra tardias, con buenas condiciones paraainiento de las plantas y
fotoperiodos inductivos, se registra la mayor projgo de individuos bianuales.
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b) Plantula

Plantula
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Figura 6.2: Modelos conceptuales para explicar el control ésbdrollo a floracion de
Oenothera biennisa) Modelo sugerido a partir de la recopilacion deeatientesy) Modelo
alternativo propuesto en esta tesis. Para su diegian se empleo la simbologia propuesta por
Forrester (Haefner 2005): Las cajas rectangulam®sentan 4 estadios fenoldgicos de los
individuos de una poblacion @enothera bienniglantula, roseta, inicio de reproduccion
(ET1) e inicio de floracionKL1); las flechas enteras indican el flujo de indididgue pasa de
un estadio a otro, cuya regulacion esta represepiaduna valvulak «). La valvula mayor,
labelada IF” (i.e. iniciacion floral), regula la proporcion de indivios que pasan del estado
vegetativo (“roseta”) al reproductivo (“ET1”). Losmbos representan los factores del ambiente
implicados en la regulacion del desarrollo en aaddelo (\: disponibilidad de nutriente¥n:
vernalizacidnFP: fotoperiodo,T: temperatura} T: temperatura elevada) y los circulos,
variables auxiliares que varian con el tiempo ywogfecto de algun factor del ambient€(

tasa de crecimentdR: &rea de roseta). Tanto los factores del ambmnt® las variables
auxiliares influyen sobre la tasa con la que ldéviduos pasan de un estadio a otro mediante
flujos de informacién (flechas punteadas).

En el model@) la proporcion de individuos que alcanzan la repcotn (FL1) depende del la
satisfaccion de una serie de requerimientos oldigade se suceden secuencialmente: En
primer lugar, las plantas deben alcanzar un areasd¢a umbral (ARu) para poder responder a
Vn. El logro de ARu antes del invierno dependeay sex de TC, que es regulada por N. Vn, por
su parte, es un requerimiento obligado para qpecsRizca la IF, que ocurre Unicamente en
respuesta a FP largos.

En el modeld) los factores que determinan la proporcion de ptangte llegan a FL1 en la
primera estacion de crecimiento son: Vn, FP, N1T yA diferencia de en), estos factores no
acttan en tdndem, ya que la accion de uno no depmknld satisfaccion de los otros: Vn no
depende de ARu, por lo que la vernalizacion edbpmsiesde Plantula. La respuesta a FP largos
no requiere de la satisfaccion de Vn, pero varéatitativamente con TC, de modo tal que
cuanto mayor es TC, mayor es la tasa de desaa@lbl en respuesta a FP inductivos. FP
largos, ademas, aceleran la tasa de desarrolloéese IF, acortando la duracion de la fase
ET1-FL1. N interviene indirectamente sobre la @saesarrollo a través de TC, la cual
también depende del AR alcanzado. T regula el dekna través de dos vias diferentes: i)
acortando la duracion de las etapas fenolégicaglcammento de T en el rango suboptimo
(respuesta universal) y ii) inhibiendo la reprodéinae una fraccidn de la poblacion cuando las
condiciones fotoinductivas coinciden con un peridd@lta temperaturaT ).
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Sobre la base de lo anterior, la interpretacioegrada de los resultados
obtenidos en esta tesis provee elementos clavde @épunto de vista de la factibilidad
agricola, para llevar a cabo el cultivo anual da especie. En primer lugar, se pudo
establecer que algunos de los requerimientos qoensederaban obligados para la
floracion comola vernalizacion o la necesidad de alcanzar unfiamanbral para
responder al frio, no lo son. Existe la posibilidiedque el requerimiento de dias largos
tampoco sea cualitativo pero para lograr una camaecion precisa de la respuesta
fotoperiddica son necesarios nuevos experimentgsraiciones controladas. La
demostracion de qu@enothera bienniso requiere vernalizacién ni un tamafo
demasiado grande para iniciar la reproduccion siitgla realizacion de futuros
experimentos en camaras climaticas orientadosediast

En segundo lugar, se detectaron efectos cuantisatiobre la tasa de desarrollo
a floracion, producto no sélo de las principaldsases reguladoras del desarrolle,
vernalizacion y fotoperiodo, sino también de unidaasociado al crecimiento: la
nutricion mineral. Si bien este Gltimo no es coasado un factor regulador del
desarrollo en los modelos fenoldgicos convenciandéelos cultivos anuales, si se le ha
atribuido un rol importante en el control de la&lcon en las referencias de la
bibliografia de especies bienales facultativasalizicion mineral (y probablemente la
disponibilidad de recursos en general) no constituina sefial inductora de la floracion
per se sino un factor que favoreceria la expresion despuesta plantas a la sefal
fotoperiddica.

En tercer lugar, se postuld a la alta temperatomaocuno de los factores
determinantes del comportamiento bienal. Peseraier incidencia de individuos
bienales en fechas de siembra tardia, este factioalia sido considerado
anteriormente para explicar el comportamiento bifaaltativo deOenothera biennis
La corroboracion del efecto inhibitorio de la reguwocion por altas temperaturas tendria
importantes implicancias para el manejo del cultAsi, para minimizar la incidencia
de individuos bienales deberia evitarse la redlimade siembras tardias. Ante retrasos
inevitables en la fecha de siembra, deberian cersiske aquellas herramientas que
aceleren cuantitativamente la tasa de desarr@l®laa fin de evadir la exposicidon a
altas temperaturas, entre ellas, la fertilizacpdtencialmente cualquier otra practica
que acelere la tasa de crecimiento de los indiwpyda vernalizacion artificial de
plantulas.

La realizacion de esta tesis constituy6 un prinasopara la caracterizacion de
los posibles factores reguladores del desarrollOet®thera biennidesde un abordaje
ecofisiolégico. Si bien las condiciones semi-coiaitias en que fueron realizados los
ensayos de este trabajo no permitieron lograr arecterizacion “pura’ie. sin
interacciones) del efecto de cada uno de los festorvolucrados en el control de la
floracion de esta especie, los resultados obtemdositieron: i) avanzar hacia el logro
de un modelo integrado del control del desarroi@sta especie, tanto en lo que hace a
su comportamiento bienal facultativo, como la dateacion del momento de floracién
de los individuos de comportamiento anual y ii)Ma&r nuevas hipotesis (ej. acerca del
efecto de las altas temperaturas) a evaluar eroRiaxperimentos bajo condiciones
controladas.

Por todo lo expuesto, es fundamental que lasdideanvestigacion a seguir
contemplen la realizacion de experimentos en cadiraaticas para lograr una
caracterizacion mas precisa del efecto de lostest@guladores del desarrollo
estudiados en esta tesis. Concretamente, los ppéxéxperimentos a realizar deberian
estar dirigidos a:
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Caracterizar la respuesta a la temperatu@atethera biennia fin de
determinar las temperaturas cardinales de la esgeaeisponder a la hipétesis
de que la exposicion a altas temperaturas puede t@refecto inhibitorio
sobre el inicio de la reproduccién. Partiendo deflarmacion reunida en el
Anexo VI, los experimentos deberian emplear camaagondiciones
fotoperiédicas inductivas (15hs.luz/dia 6 mas)mgeraturas en un rango
térmico entre 5 y 35°c.

Caracterizar el efecto del fotoperiodo hdstd para determinar el tipo
(cuantitativo 6 cualitativo) y los parametros dedspuesta. Deberian
emplearse camaras a temperatura constante (prefeerte 20-22°C) con
diferente duracion del dia (rango de 10 a 18 tmk&lia, en lo posible). La
posibilidad de vernalizar semillas (Capitulo 3 a¢dsis) permitird, ademas,
analizar posibles interacciones entre la vernalirag el fotoperiodo.

Validar el modelo conceptual propuesto en la figuacon diferentes
genotipos y ambientes. Posiblemente exista amaliabilidad intraespecifica
entre genotipos de distinta procedencia, no solémninos de la respuesta a
las principales sefiales desencadenantes de leifloyaernalizacion y
fotoperiodo, sino ademas en la sensibilidad a fessflctores inhibitorios de
la reproduccion como las altas temperaturas. P@anlo, la determinacion del
comportamiento bienal de diferentes genotipos paesfar ligada a factores
distintos. La confirmacion del modelo presentadesa tesis en otros
genotipos, o bien su refutacion e identificaciorcdetroles del
comportamiento reproductivo de mayor peso relaivotros cultivares
permitiran establecer bases funcionales para reldubianualidad, no solo a
partir del manejo del cultivo, sino también del anamiento genético.
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ANEXO I : Requerimientos para la floracion de alguras especies bienales facultativas.

Req vernalizacion Vern semilla | Req Fotoperiodo Tamarfio umbral Referencias
Apium graveolens Obligado NO Engelen-Eigles & Erwin, 1997
Arabis laevigata Obligado NO Neutro Pre-Vn Bloom, 2003
Brassica oleracea var gemmifera Obligado NO Neutro Stokes, 1951 citado en Urbano Terr6n, 1992
Beta vulgaris Obligado/Facultativo/Nulo SI DL, Obligado Chouard, 1960 / Crosthwaite & Jenkins, 1993 / Van Dijk, 1997
Campanula medium Facultativo (DC) NO DL, Obligado Chouard, 1960
Carduus nutans Obligado DL, Obligado Pre-Vn Medd & Lovett, 1978 (citado en Klinkhamer et al., 1991)
Carlina vulgaris Facultativo DL Pre-Vny Post-Vn Klinkhamer 1991
Cichorium intybus Facultativo NO DL, Obligado Pre-FP Gianquinto, 1997
SI Dielen et al ., 2005

Cirsium vulgare Obligado NO Pre-FP Klinkhamer 1987 / Klinkhamer & De Jong, 1993
Cynoglossum officinale Obligado* Pre-Vn De Jong et al., 1986 / Wesselingh & De Jong, 1995 / De Jong 1998
Daucus carota Obligado NO Pre-Vn Gross, 1981
Digitalis purpurea Obligado Sletvold 2006
Dipsacus fullonum Obligado Pre-Vn Werner, 1975
Dipsacus sylvestris Obligado NO Pre-Vn Werner & Caswell, 1977
Grindelia lanceolata Obligado NO Neutro Pre-Vn Baskin & Baskin 1979
Hyoscyamus niger Obligado NO DL, Obligado Chouard, 1960
Lobelia inflata No - DL, Obligado Variable segln época del afio | Simons & Johnston, 2003
Lunaria biennis Obligado Engelen-Eigles & Erwin, 1997
Oenothera biennis Obligado NO DL, Obligado Pre-Vn Chouard, 1960/Gross, 1981

Facultativo Sl DL, Obligado Vince-Prue, 1975
Oenothera fruticosa Obligado DL, Cuantitativo Clough, et al, 2001
Oenothera lamarckiana/glazioviana/erythrosepala Obligado/facultativo DL, Obligado Pre-FP Chouard, 1960 / Kachi & Hirose 1983
Oenothera longiflora Facultativo DL, Obligado Chouard, 1960
Oenothera parviflora Obligado DL, Obligado Chouard, 1960
Oenothera suavolens Facultativo DL, Obligado Chouard, 1960
QOenothera stricta Facultativo DL, Obligado Chouard, 1960
Pastinaca sativa Obligado NO DL, cuantitativo Pre-Vn Baskin & Baskin 1979
Polymnia canadensis Obligado Neutro Post-Vn Bender et al., 2002
Raphanus sativus Obligado Sl Engelen-Eigles & Erwin, 1997
Scabiosa columbraria Pre-Vn Verkaar & Schennkeveld, 1984
Senecio jacobaea Obligado Pre-Vny Pre-FP Lacey, 1988 / Prins, et al., 1990 / Wesselingh 1996
Tragopogon dubius Obligado Pre-Vn Gross, 1981
Verbascum thapsus Obligado Pre-Vn Gross, 1981

Tabla I.1: Requerimientos para la floracion de algunas éspdienales facultativaBL: requerimiento de fotoperiodo lardere-Vn tamafio umbral para la
respuesta a la vernalizacidgst-Vn tamafio umbral para condiciones ambientales posgsral inviernoPre-FP. tamafio umbral para la respuesta
fotoperiodica. Las celdas vacias indican que repasigna informacion en la bibliografia respecteegluerimiento de la especie en cuestibha
vernalizacién es requerida para la elongacion @dibtde esta especie, no para la iniciacién floral

CL
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Estimacién de biomasa a partir de variables bioméicas
no-destructivas

El tamafo de las plantas varia significativamentesendividuos de una
poblacién y puede variar, independientemente dmlad cronoldgica, debido a
diferencias en la tasa de crecimiento €Qal. 1996). En muchas especies
bienales, entre elld@enothera biennjsel momento de reproduccion esta
determinado por el tamafio de los individuos maspguesu edad cronolégica (ver
referencias en Kachi y Hirose 1985). Por lo taatéamario de las plantas durante
la fase vegetativa puede ser un buen indicadou dermportamiento reproductivo
futuro (de Jongt al. 1998). Para asociar el tamafo de las plantas emuomento
dado, con su probabilidad de florecer ese mismoeginecesario contar con
estimadores biométricos no destructivos€tial. 1996). Entre los indicadores
mas frecuentes en la literatura para estimar lmésa de plantas bienales se
encuentran: el area de roseA|), el diametro de roset®R), el diametro de
corona DC), el numero de hojas expandidai() y la longitud de la hoja mas

larga (H) (Tabla I11.1).

Gross (1981) encontro gidR es un adecuado estimador del peso seco
total (r=0.946, p<0,001, n=30) de plantas vegetatileOenothera biennjs
aungue no especifica como midio este parametros@intores, calcularddR
como la media geométrica del ancho maximo y mirdenéas rosetas de la
especie emparenta@enothera erythrosepalk@achi y Hirose 1983). Sin
embargo, como esta determinacion es ocasionalrdéiti@tosa debido a la
disposicion helicoidal de las hojas @enothera biennjsen esta tesis se opto por
la utilizacion de un estimador biométrico altermati

Especi¢ Estimador de biomas Referencia
Arabis laevigat DR, NH, DC Bloomet al.2002
Carlina vulgaris LH Roseet al.2002

DR * NH Klinkhameret al, 1991

Cirsium vulgare LH Klinkhameret d., 1987a
Cynoglossum officinale DR, LH, NH, DC de Jongt al 1986 ; de Jongt al 1998
Daucus carot DC Gross 1981 Lacey 1986
Digitalis purpure LH Sletvold y Grindeland 2007
Dipsacus fullonui DR Werner 1975
Oenothera biennis DR Gross 1981
O.glazioviana/erythrosepala DR Kachi y Hirose 1983
Onopordum illyricum AR Reest al. 1999
Pastinaca sativ DC Baskin y Baskin 1979
Scabiosa columbraria LH Verkaar y Schennkeveld 1984
Senecio jacobaea DR Van der Meijden y Van der Waals-Kooi 19
Tragopogon dubius DC Gross 1981
\Verbascum thapsus DR Gross 1981; Reinartz 1984




78

Tabla I.1: Estimadores de biomasa utilizados en diferenfescess bienales
facultativas. DR: diametro de roseta, NH: nimerdajas, DC: diametro de corona, LH:
longitud de hoja mas larga, AR: area de roseta.

Se analizarodR, NH, HL y DC como posibles indicadores biométricos
de la biomasa aéreR$ parte aéreay/o total deOenothera bienni§PS total =
PS raiz+ PSparte aéred, secada en estufa a 70°c por 48 hax&s(cnr)
representa la superficie de suelo cubierta poatte@érea de la plantdH, la
cantidad acumulada de hojas aparecidas de longiaydr a 1cmHL , la longitud
(cm) de la hoja més largaDC el diametro del cuello de la planta (cm) justo
debajo del punto de insercion de las hojas (Blebal. 2002, figura Il.1a). Para la
determinacién d&R se tomd una fotografia digital a cada rosetapjantna
referencia de longitud conocida, y luego se mitliérea de cobertura de la planta
mediante un software de analisis y procesamientmégenes (Image Tool 3.00,
UTHCSA, 2002). La relacion entre cada indicad®Sytotal (figura 11.1) 6PS
parte aérea(figura 11.2) se ajusté a una funcion no-lineabfelo sigmoidal de
Boltzmann).

En términos generaleAR y DC resultaron estimadores més precisos de
la biomasa qudlH y HL (figura 1.1 y 11.2). Sin embargdR se consideré como
la mejor opcién ya que su determinacion implicanenor riesgo de dafio de las
rosetas medidas y es mas precisol@Uepara estimar la biomasa en estadios
tempranos.

El modelo para la estimacién de biomas®@®aothera biennia partir de
AR se puso a prueba con un set de plantas indepéesli@r101) que incluyd
plantas transplantadas a macetas y plantas queroreespontaneamente en el
suelo del campo experimental. Debido a que sétmsechd la parte aérea de las
plantas destinadas para la validacion, ésta s@o pacerse pamS parte aérea
(figura 11.3). La relacion entre PS parte aérediaeey PS parte aérea estimada
tuvo un ajuste significativo (p<0.0001) con unagente apenas inferior a 1.
Aungue esta relacion estaria indicando una ligetreegstimacion del peso
predicho en las plantas de menor tamafio y una timaesdn del peso en las
plantas de tamafio mayor, el area de roseta resrltén términos generales, un
adecuado estimador de la biomasa aéréea®thera biennis.
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Boltzmann (n=69). Los niUmeros romanos (i a iv)éadiel esquema correspondiente a
cada parametro. La flecha anindica la ubicacion de la corona.

12 1

10 A1

[ee]
"

PS estimado (grs.)

o 2 4 & 8 10 12
PS aérea medido (grs.)

Figura 11.3: Validacion del modelo de estimacion de biomasaaaé partir del area de
roseta (n=101), la linea negra entera marca laiégld.:1 entre PS aérea estimado y
medido, la linea violeta punteada indica el mejosta entre PS parte aérea estimado y
PS parte aérea medido (y= 0.9092x + 0.3394:0.92)
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ANEXO IlI: Fotos ilustrativas de plantas de Oenothera biennis de diferente
comportamiento reproductivo

Figura lll.1: Plantas d®enothera
biennisde diferente comportamiento
reproductivo: bianual (izquierda) o
anual (derecha). Foto tomada el 10 de
mayo de 2009, a los 94 dias del
trasplante.

Figuras 111.2 y 1I1.3: Planta de comportamiento iteréparo, con floracifarir de la
elongacion de tallos florales laterales. Los tdisrales madurardn y moriran en el
primer afio pero la planta permanecera en estadumsd&a hasta la elongacion del tallo
principal que ocurrira en la estacién de crecinuesiguiente. Foto tomada el 10 de mayo
de 2009, a los 170 dias del trasplante.
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ANEXO IV
Experimento preliminar en condiciones ambientales
no-vernalizantes

A principios de 2009, se realiz6 un experimentd@gborio con dos
objetivos principales: i) establecer®enothera biennipuede florecer en
ausencia absoluta de condiciones de vernalizagidnverificar si la
disponibilidad de nutrientes no tiene efecto sddtasa de desarrollo de las
plantas después &'1. Para los fines de este Anexo sdlo se presentara
informacion concerniente al primer objetivo.

El experimento se inicio con la siembra de sesfleOenothera biennis
en bandejas de germinacion bajo invernaculo. Lastyplas establecidas (2 a 3
hojas verdaderas expandidas) fueron trasplantacexeatas de 23 Its (tierra-
arena 5:4) y se agruparon en microparcelas de 26tasacada una (n =3). Las
parcelas se sometieron a extension fotoperiodid8des.luz/dia, y a cada planta
se le asignd, aleatoriamente, uno de dos trataosielg fertilizacion alternativos:

* N+ : Aplicacion semanal de fertilizante foliar N-P-K0(2-6) +
micronutrientes, desde el trasplante h&sia (5-6 aplicaciones de
40ml solucion/pl., dosis:25ml fertilizante/litro dgua).

* N-: Sin agregado de fertilizante.

El cronograma de las principales actividades eéetas para la realizacion
de este experimento se detalla en la tabla IV.1

FP18 N+ FP18 N-
Siembra en bandejas (bajo invernacuylo) 18-Ene r8-E
Trasplante a macetas a campo 5-Feb 5-Feb
Inicio tratamiento fotoperiodico 14-Feb 14-Feb
Inicio tratamiento fertilizacion 19-Feb -

Tabla IV.1: Cronograma de las principales actividades desadadl para lograr los
tratamiento$P18N+y FP18N-

Todas las plantas dét+ y casi todas las dé- (93.3%) tuvieron un
comportamiento anual (figura IV.1a). No hubo difemi@s entre tratamientos en
cuanto al momento en que las plantas iniciaroegaoduccionET 1oy 31Vvs.
31.7 dias desde el trasplante gdtay N-, respectivamente) o la floracion
(FL1(s0y: 63.3vs63.7 dias desde el trasplante pdtay N-, respectivamente).
Como tampoco se registraron diferencias en ladasamecimiento entre
tratamientosN+ y N-, en lo sucesivo éstos se analizaran conjuntamente.

El rango térmico explorado permite establecer guetnalizacion no es
un requerimiento obligado pa@enothera biennjdado que se registro casi un
100% de anualidad en ausencia de frio (inclusertgpératura minima fue
siempre superior al rango térmico de 0 a 10°C guerglmente se asume como
efectivamente vernalizante; figura 1V.1b).

El comportamiento bienal, que presentaron sélarttigiduos en el
experimento, no seria atribuible a un efecto dehimientd\-, al menosno en
términos de diferencias en crecimiento. Si bigasa de crecimiento durante la
ocurrencia de condiciones inductivas de fotoperid@rp.c71¢1)) S€ asocio
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positivamente con la tasa de desarrollo hasta@bide la reproduccionTQ ee.
et1) de los individuos de comportamiento anual, labviiduos bienales, a pesar
de presentar elevadas tasas de crecimiento, naronda reproduccion (figura
IV.2).
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Figura IV.1: a) Dindmica del inicio de floraciorE(T1)de plantas d®enothera biennis
fertilizadas N+) y sin fertilizar (N\-) sometidas a extension fotoperiddica de 18hs. Las
barras indican el error estandar de las observesign=3) y la linea entera el ajuste a una
funcién sigmoidea (Boltzmanr)) Ambiente fototermal explorado durante el
experimento. Las lineas de tonalidad anaranjadaseptan las condiciones térmicas
(T°’méax: oscura, T°media: intermedia , T°min: clgrigs de tonalidad azul las
condiciones fotoperiddicas (entera: FP naturaljgerFP extendido). Las barras de la
parte inferior del gréfico indican los periodosgere ocurrieron las fases de
establecimiento de plantulas en bandejas bajondaceto (barra gris) y de crecimiento de
plantas en macetas en condiciones de campo (darreel). La barra amarilla sefiala el
periodo de inicio de floraciofrL1) considerando las plantas de los dos tratamidraos
linea punteada indica el limite superior del rat@gmico generalmente considerado como
vernalizante.
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Figura IV.2: : Relacion entra la tasa de desarrolleTd (TDep.e71) Y la tasa de
crecimiento durante la fase vegetatiV& (rp-e71¢1)) de plantas d®enothera
biennis,fertilizadas N+) y sin fertilizar (N-), expuestas a fotoperiodos extendidos
artificialmente. Cada punto representa una plardeidual. La linea indica el
ajuste de las observaciones correspondientes s laslplantas de
comportamiento anual (n =58). Las plantag Bep.e11= 0, presentaron
comportamiento bienal.

Estos resultados indican que el comportamientolarwudepende de la
vernalizacion pero que buenas condiciones pangeinsiento de las plantas
durante la incidencia de fotoperiodos inductivespgaco son suficientes para

asegurar la floracién de todos los individuos egorimera estacion de
crecimiento. Algun otro factor aun no identificaénddgeno (probablemente
genético) o exdgeno, estaria determinando el camp@nto bienal de estos
individuos.
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ANEXO V
¢, Efecto de temperaturas elevadas sobre el comport@énto reproductivo?

A fines de 2008 - principios de 2009 se realiz@&uperimento
exploratorio con el fin de analizar si la induccitoral deOenothera biennipor
accion de fotoperiodos largos se ve afectada pardadiciones de alta
temperatura de la época estival. Plantulas veatdiz en estado de semilla pre-
germinada, se trasplantaron a macetas de 7 ltsegagruparon en microparcelas
de 12 plantas (n=3) en condiciones de campo. A cad@parcela se le asigno
uno de dos tratamientos fotoperiédicos:

)] FP18 Extension fotoperiodica artificial a 18 hs.luadi
i) FPN: Tratamiento sin extension

El nimero final de plantas por tratamiento fue 28g/ 31 plantas para
FPN y FP18 respectivamente. El cronograma de las principsdé@gidades
realizadas se presenta en la tabla V.1.

FP18 FPN
Pre-germinacién cdmara 20-30°C 2-Sept 2-Sept
Inicio tratamiento Vn en cdmara 5°C 5-Sept 5-Sept
Repique a bandejas (bajo invernaculp) 6-Oct 6-Oct
Trasplante a macetas a campo 11-Nov 11-Nov
Inicio tratamiento fotoperiddico 11-Nov -

TablaV.1: Cronograma de las principales actividades desadadl, para los tratamientos
FP18y FPN durante el experimento estival de 2008-2009.

No se registraron diferencias significativas ememento en que las
plantas con comportamiento anual iniciaron su m@ypeoion ET1sey 36.7 + 1.7
vs.35 * 2 dias desde el trasplante gaP&N y FP18respectivamente, P>0.05) ni
en la proporcion final de plantas de comportamiamtael, la cual fue baja en los
dos tratamientos (29,4 + 11,2% 29,7 + 8,1%, par&kPN y FP18
respectivamente, P>0.05). Todas las plantas qaezdcon el estad6T1
florecieron, sin registrarse diferencias significas en el momento en que los
tratamientos iniciaron la floraciofri(1 gy 67 + 1.5vsS.64.3 + 1.3 dias desde el
trasplante par&PN y FP18respectivamente, P>0.05).

Si bien la tasa de crecimiento durante la fasetaéga (TCrp-e11(1)
explico parte de la variabilidad en la tasa demleBa aET1 de las plantas de
comportamiento anual, este parametro no parece uerefecto determinante
sobre la definicion del comportamiento anual o dieleOenothera bienniga
gue hubo individuos anuales y bienales practicaenemttodo el rango explorado
deTC rper101) (figura V.1). Aln asi, la proporcion de plantascdenportamiento
anual tendié a ser mayor en las plantas de mB@afr-er11) (Figura V.2).
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Figura V.1: Relacion entra la tasa de desarrollBTd (TDgp.e71) Y la tasa de
crecimiento durante la fase vegetatiV& (gp.e11(1)) de plantas d®enothera biennis
expuestas a fotoperiodos naturafeBN) o extendidos artificialment&P18). Cada
punto representa una planta individual. La linelicenel ajuste de las observaciones
correspondientes a todas las plantas de comporten@aual (n =20). Las plantas de
TDrper1= 0, presentaron comportamiento bienal.
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Figura V.2: Histogramas. Proporcion de individuos de comporatoi anual¥%An )
segun categorias de tasa de crecimi€Mep.er1(1)), Para los tratamientd=PN (izq.) y
FP18(der.).Cada valor del eje x representa el rangeespondiente a su unidad (ej: 0
representa el rango abarcado entre 0.01 a 0.99nlumeros entre paréntesis ubicados
encima de las barras indican la cantidad de obsenes que presenté cada categoria.

Como la vernalizacion no es una condicion necegainia la reproduccion
(Anexo IV), la alta incidencia de comportamienterial no seria producto de un
probable efecto de devernalizacion por altas teatpexs. Tampoco las
condiciones fotoperiodicas serian limitantes patereilar la floracion en la
primera estacion de crecimiento, al menos no daratamientoFP18 que ha
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sido efectivo para inducir la reproduccion en ekpentos que exploraron
distintas condiciones ambientales (Capitulo 5 yxan¥/).

Habiendo descartado, entonces, a la tasa de ceztona la vernalizacion
y al fotoperiodo como posibles factores candidpra explicar el
comportamiento bienal deenothera biennien siembras tardias, se sugiere la
hipodtesis de que otro factor ambiental, posibleménexposicion a altas
temperaturas, esté impidiendo la reproduccion.

Si bien no son frecuentes los antecedentes qleigdn a las altas
temperaturas un rol principal en la definicién cdainportamiento reproductivo de
las especies bienales facultativas, existen al mdas casos concretos,
Lesquerella mendocin@Vindaueret al. 2004) yEustoma grandiflorum
(Harbaugh 2007), en los que la exposicion de lastps a temperaturas elevadas
inhibe la elongacion de los tallos florales y tadicion.

En este experimento, las plantagabinothera biennisstuvieron
expuestas a temperaturas potencialmente inhilstdeda floracioni(e. medias>
25 °C y maximag 30 °C) antes y durante la ocurrencidedd. (figura V.3). Se
ha observado que el aumento de la temperatura med@ a 25°C tiene un efecto
negativo sobre la tasa de aparicion de hojas,daendria una temperatura
maxima de 30-32°C (ver Anexo VI). Si otros procesislogicos, como el
cambio de estado del meristema apical, tuvierarresuesta a la temperatura
similar, o incluso mas sensible que la de la tasapdricién de hojas, entonces las
temperaturas exploradas en este experimento paaiianhibitorias para la
iniciacion floral.Si bien hacen faltaxperimentos en condiciones controladas para
poner a prueba esta hipotesis, la verificacioradaisma serviria para explicar el
alto porcentaje de individuos bienales reportad&xgnVVn2 (figuras 3.4 y 3.5)
donde el rango térmico explorado entre el trasplgiL1 presento varios
episodios con temperaturas similares a las deegptrimento.

Como todas las plantas que alcanzaron el esktiidlorecieron
normalmente, explorando condiciones térmicas sigsla las que ocurrieron
durante la definicién dET1, el efecto inhibitorio de las altas temperatueas s
ejerceria sobre la iniciacion floral (o algun estaduy cercano), pero no en
estadios posterioredEA 1. La mayor tolerancia térmica @enothera biennis
durante la etapBT1-FL1 puede apreciarse en la figura V1.2 (Anexo VI) dolade
tasa de desarrollo se ve poco afectada por teropasanedias de alrededor de
25°C. No se descarta la posibilidad de que est@malerancia resulte de una
aclimatacion al estrés térmico experimentado preerde por las plantas, durante
la definicion del estadiBT1.
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Figura V.3: a) Dinamica del inicio de floraciérE{T1) de plantas d®enothera biennis
vernalizadas artificialmente, sometidas a extenfsitoperiodica de 18h$P18) 6
condiciones fotoperiédicas natural€®(). Las barras indican el error estandar de las
observaciones (n=3) y la linea entera el ajust@aafwncion sigmoidea (Boltzmann).

b) Ambiente fototermal explorado durante el experitoebas lineas de tonalidad
anaranjada representan las condiciones térmicag&f©scura, T°media: intermedia,
T°min: clara) y las de tonalidad azul las condie®fotoperiddicas (entera: FP natural,
partida: FP extendido). Las barras de la parteiorfdel grafico indican los periodos en
que ocurrieron las fases de establecimiento deyhénen bandejas bajo invernaculo
(barra gris) y de crecimiento de plantas en maagtandiciones de campo (barra
blanca). La barra amarilla sefiala el periodo dedrle floracibn EL1) considerando las
plantas de los dos tratamientos La lineas puntesides para ubicar los momentos en
que T° media tiene valores superiores a 25°C y Xam@dera los 30°C.
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ANEXO VI
Caracterizacion preliminar de la respuesta a la temeratura
en Oenothera biennis

En el marco de esta tesis se condujeron expersent diferentes fechas
de siembra que exploraron un amplio rango de testyo@s. La mayoria de estos
experimentos tuvieron como objetivo evaluar conriaval desarrollo en
respuesta a la vernalizacion, el fotoperiodo ydpahibilidad de nutrientes. Sin
embargo, el andlisis de los resultados permitigtitiear variaciones en el
comportamiento reproductivo de las plantas queualepon interpretarse en
términos de éstos factores, y que asocian la digndn en la proporcion de
plantas de comportamiento anual a fechas de sietaolias (ejExp.Vn2,
Capitulo 3;Exp.FP1, Capitulo 5; Anexo V). Estos resultados llevaron a
considerar como hipétesisl hocque las altas temperaturas de primavera-verano
podrian estar implicadas en la determinacion delpartamiento bienal de una
proporcion de los individuos.

El rango de temperaturas explorado permite, adezwabjar
preliminarmente la respuesta de la tasa de delsad®Denothera biennia la
temperatura, y obtener valores aproximados detapdraturas cardinales
(temperaturas base, 6ptima y maxima) para el d#kapre-floracion de esta
especie. En este anexo se presenta un analisismtoue los resultados de
diferentes experimentos para: a) estimar valordagiemperaturas cardinales
para las fases vegetativa (previd¥l) y reproductiva temprana (desgé1
hastaFL1) y b) analizar la posible asociacion entre la terafura y la proporcion
de individuos de comportamiento anual.

Dado que la tasa de desarrollo durante la fasaatbge(hast&T1) esta
modulada por numerosos factores (entre ellos,rizalizacion, el fotoperiodo y la
tasa de crecimiento) no resulta posible utilizanemento de ocurrencia del
estadicET1 para caracterizar la respuesta a la temper@tensthera biennien
condiciones de campo. En su reemplazo se optétfieaula tasa de aparicion de
hojas, variable que depende fuertemente de la tatope (Kiniry,et al. 1991,
Jamiesoret al, 1995, Wilhelm y McMaster 1995). El nUmero de Bagparecidas
y su tasa de aparicién estan fuertemente relacieneeh la fenologia de varios
cultivos. Estos parametros han sido utilizadosypachos investigadores para
caracterizar el desarrollo durante la fase vegetatin parte, gracias a su facil
determinacion (Kiniryet al. 1991). Para evitar efectos de variaciones ersiada
aparicion de hojas con la ontogenia, se utilizidtekvalo entre la apariciéon de la
7°y la 12° hoja\(7-V12) para caracterizar la respuesta a la temperatueate la
fase vegetativa. Este intervalo se consideré licisutemente largo como para
absorber buena parte del error experimental prodieimprecisiones en la
medicion, y lo suficientemente corto como paraeresectado, en gran medida,
por otras sefiales del ambiente diferentes de lpasatura. Con la eleccion de la
7° hoja se procuré evadir un posible retraso elesérrollo inicial a causa del
trasplante, mientras que con la eleccion de ld@pP, se procuro evitar una
probable aceleracion en la tasa de aparicién deolas a causa del inicio de la
reproduccionfT1l).

Para mayor precision, solo se utilizaron los dd®sxperimentos en los
que se registro el nimero de hojas con una fre@eslativamente alta.¢. una
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vez por semana 0 mayor, segun la temperaturamgkearon finalmente seis
fechas de siembra que abarcaron un rango térnmaca gbintervalo considerado,
de 9 a 26 °C. En todos los casos, el momento deigoade la 7° y la 12° hoja se
obtuvo por interpolacién de funciones no linealelsnmdimero de hojas aparecidas
en funcion del tiempo. Para analizar la tasa derdaf de la fase vegetativa
(estimada a partir de la funcién inversa del irdyW -V 1) en funcién de la
temperatura, se empled un modelo bi-lineal (GilmpRogers 1958; figura VI.1).
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Figura VI.1: Tasa de desarrollo (1/dia) entre la aparicion d& {ala 12° hojalDy7.v12)

de rosetas d®enothera biennisreciendo en macetas en condiciones de campo de
diferente temperatura media. En la leyenda se daproximacion al momento en que se
realizaron las mediciones. Cada punto represem@t@lamta individual. La linea cortada
muestra el mayor ajuste a una funcién bi-lineall(r8).

Durante la fase vegetativa (figura VI.1), la tasaddsarrollo aumenta
linealmente con la temperatura media desde unaetatypa baserp) de
alrededor de 7 °C hasta una temperatura opfiiz}g e aproximadamente 20 °C.
Con temperaturas superiore$ g la tasa de desarrollo decrece con el aumento de
temperatura hasta una temperatura maximga, de alrededor de 30 °C, a la cual
la tasa de aparicion foliar seria minima.

Para caracterizar la respuesta a la temperatuaatéua fase reproductiva
temprana (desde el inicio de la elongacion deb fidral, ET1, hasta el inicio de
floracion,FL1) se utilizd una aproximacion similar a la anterten este caso, se
empleo el intervalo entre los estadios fenologiEds y FL1. Experimentos
previos habian demostrado que la duracién de ¢éaféaml6giceET1-FL1 no se
ve afectada por la disponibilidad nutricional (Fami4.6, 5.4 y 5.5) pero si por
efecto del fotoperiodo (Figuras 5.4 y 5.5). Pdalto, para este andlisis sélo
fueron considerados los tratamientos con exteristdperiodica a 18 hrs. luz/dia
(FP18) de diferentes experimentos. Este tratamiento itiérexplorar
condiciones térmicas de diferentes épocas deliai@sgaciones en el régimen
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fotoperiddico. En este caso se utilizaron datoswuis/e fechas de siembra
abarcando un rango térmico para el inten&ld-FL1 desde 13 hasta 26 °C. La
respuesta general a la temperatura de la tasssder@®ET1-FL1, se presenta
en la figura VI.2.

0.051
a- 0.04 Exp.FP1
S Exp.FP2
E 0.03- Anexo V
o Feb-Mzo 2008
(T8 * Jun-Sept 2008
= 0.02- Ago-Oct 2008
u Sept-Oct 2008
e Dic 2008-Ene 2009
0.014 +  Feb-Mzo 2009
0.0G v L] v L] v L] v L] v L] v L]
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Figura VI.2: Tasa de desarrollo (1/dia) entre la aparicion destadios fenoldgicos
ET1yFL1 (TDerirL1) de plantas d®enothera biennison comportamiento anual
sometidas a extension fotoperiddica en condicideesampo de diferente temperatura
media (en las referencias se detalla el periodperocurricET1-FL1 y/o el

experimento del cual se tomaron los datos). Intefgd1-FL1: Exp.FP1 Nov-Dic
2006;Exp.FP2 Jul-Oct 2007Anexo V: Dic 2008-Ene 2009. Cada punto representa una
planta individual. Las lineas representan el ajastea funcion bi-lineal sin considerar
(entera, n=453) 6 considerando (cortada, n=500kdfarr24°C.

Durante la fase reproductiva temprana (figura Vl2tasa de desarrollo
desde el inicio de elongacion de la vara floEalY) hasta que ocurre la apertura
de la primera florkL1), en condiciones de fotoperiodo constante, respond
linealmente a la temperatura en el rango suboOptiesde una temperatura base
de aproximadamente 8 °C hasta una 6ptima de 2C-22stos valores apenas
difirieron (i.e. 1-2 °C) de los estimados para la fase vegetagvesth especie
(figura VI.1). La respuesta a la temperatura aamyjo supradptimo, sin embargo,
no siguid un patron determinado (hubo plantas gl se redujo la tasa de
desarrollo con temperaturas supradptimas y otréaseque parece no haberse
afectado la tasa), por lo que no pudo estimar$enkx para la faseT1-FL1.

Si bien se requieren experimentos futuros en camis controladas para
confirmar estos valores preliminares para las teatpeas cardinales de
Oenothera biennjda aproximacion de la respuesta a la temper&igrada en
este Anexo provee herramientas Utiles para expghd@nologia de esta especie,
en diferentes ambientes.

En relacion a la posible asociacion entre altapégaturas y el
comportamiento reproductivo d@&nothera biennjdos resultados que se
muestran en la Figura V1.3 respaldan la hipotesiguk la exposicion a
temperaturas elevadas en algun momento determdeaiclo (en este
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caso alrededor de la ocurrenciaklel), puede inhibir la reproduccion de
una fraccion variable de la poblacién determinadosnportamiento
bienal. Considerando el periodo de 2 semanas pstémomento en que
el primer individuo de un tratamiento/experimentmazo el estadiBT1,
la proporcién de individuos de comportamiento arf4sn ) cae
considerablemente con el aumento de la tempenatéxana promedio
por encima de los 25-26°C (Figura VI.3a) y/o condatidad de dias con
temperatura maxima mayor a 30°C (Figura VI1.3b)aEsspuesta se
evidencio de manera similar tanto en experimem#iafientos con
fotoperiodos naturales como en aquellos sometidogeasion
fotoperiddica artificial a 18 hrs.luz/dia. Dado aretodos los
experimentos de esta tesis las plantas que aleanehestadi&T1
florecieron posteriormente, se plantea la posihiide que exista una
ventana temporal de sensibilidad a las altas teatyo@is cuya ubicacion
debera determinarse en futuras lineas de invegiigac
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Figura VI1.3: Proporcion de individuos anualé$An) en funcion dex) la temperatura
maxima diaria (Tmax) promedioh) la cantidad de dias con temperaturas diarias
maximas mayores a 30°c; considerando los 15 d&snmres al primer registro del
estadio ET1 en cada tratamiento. Los circulos fesaapresentan tratamientos con
suplementacion fotoperiddica a 18 hrs. luz/&R18) y los triangulos negros representan
tratamientos sin extension fotoperiodica (fotopdwioatural FPN). Los datos provienen
de tratamientos de diferentes experimentos, algdaedss cuales contaron con
repeticiones verdaderas (n=3) y otros no. Los setpaaepresentan el eror estdndar de
las medias de los tratamientos con repeticiones.
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