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RESUMEN

En el sudoeste de la provincia de Buenos Aires, la diversificacion en los sistemas
productivos sumado a un ambiente impredecible, hacen que el escenario ambiental de produccién
agricola-ganadera difiera afio a afio. El éxito de las malezas depende, en gran medida, de su
adaptacion a dichos cambios. Las mismas constan de diferentes estrategias, como ser el efecto
materno: cambios fenotipicos transgeneracionales consecuentes de las condiciones ambientales
imperantes durante el ciclo de vida de la planta madre, especialmente en el desarrollo seminal.
Las variaciones morfo-fisioldgicas que se generan en la descendencia, se expresan principalmente
en los estadios iniciales contribuyendo al establecimiento de la plantula. Comprender los efectos
ambientales sobre la ecologia de las malezas es de gran utilidad para disefiar estrategias de manejo
y control méas efectivas. Buglossoides arvensis es una maleza anual facultativa de invierno de
creciente expansién en el sudoeste de la provincia de Buenos Aires, Argentina. Los objetivos
generales del presente trabajo de tesis consistieron en: i) comprender las diferencias en el nivel
de dormicion de semillas de B. arvense provenientes de madres con ambientes contrastantes y
dilucidar el control hormonal y ii) determinar cambios en las caracteristicas morfo fisiol6gicas de
las semillas y pléntulas vinculadas a diferentes ambientes, a los fines de comprender mejor la
estrategia de adaptacion al medio. Con la finalidad de cumplir con dichos objetivos se realizaron
experimentos que contaron con una fase inicial de generacion de las plantas madres bajo
condiciones contrastantes de niveles nitrogenados y/o hidricos en el suelo y un gradiente de
intensidad luminica. Los ensayos de la descendencia incluyeron i) evaluaciones en plancha de
gradiente térmico con el fin de modelar la dormicion y poder predecir su dindmica en funcion del
ambiente experimentado por la planta madre, ii) ensayos en laboratorio con hormonas y sus
inhibidores para entender variaciones en la dormicion a nivel fisiologico vy iii) cuantificacion de
la emergencia en camaras de crecimiento y medicion de atributos morfoldgicos de las plantulas
resultantes a fin de correlacionarlos con ventajas adaptativas en los primeros estadios de vida.
Una mayor fertilizacion nitrogenada, una menor disponibilidad hidrica y una baja intensidad
luminica generaron una descendencia con mayores porcentajes de emergencia e hipoc6tilos mas
largos. EI menor nivel de dormicién de las semillas provenientes de madres fertilizadas y de las
sometidas a estrés hidrico se explica por una mayor temperatura media maxima permisiva de
germinacion. Las semillas provenientes de plantas fertilizadas mostraron similar sensibilidad al
acido abscisico y giberélico, principales hormonas reguladoras de la dormicién, y similar
comportamiento ante el agregado de los inhibidores de sintesis hormonal. Los resultados
manifiestan la importancia de los efectos maternos en la adaptacion al ambiente de B.
arvensis. Una germinacion temprana da ventajas competitivas en la toma de recursos ante

los competidores. El conocimiento de los cambios en el nivel innato de dormiciony en la
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emergencia de la maleza proporciona indicios para la prediccion de la emergencia en

cohortes permitiendo optimizar el momento de control.

Palabras claves: Lithospermum arvense L., plasticidad adaptativa, plasticidad trans-

generacional,
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ABSTRACT

In the southwest zone of Buenos Aires’ province, an unpredictable ambience plus the vast
array of cultivation systems determines that the environmental situation for farming & livestock
change year by year. The success of the weeds depends, to a great extent, on their adaptation to
the mentioned changes. Weeds count with different strategies, such as the mother effect:
transgenerational phenotypic changes consequent to the prevailing environmental conditions
during the mother plant’s life cycle, particularly in the seminal development. The morpho-
physiological variations generated in the offspring are expressed mainly in the initial stages
contributing to the settlement of the seedling. Understanding the environmental effects on the
ecology of the problematic weeds is of great help to design more effective management and
control strategies. Buglossoides arvensis is an annual winter facultative weed species of growing
expansion in the area of the study. The general objectives of this thesis consisted of: i)
understanding of the differences in the dormancy level of B. arvensis due to the maternal
environment and study of the hormonal control and ii) determination of the maternal influence on
morpho-physiological characteristics of the offspring in seed and seedling state with the aim of
better understanding the strategy of adaptation to the environment. In order to achieve such
objectives experiments with an initial stage in which mother plants were obtained under
contrasting conditions of nitrogen and water levels in the soil and with a light intensity gradient
were performed. The offspring’s test included i) evaluations on thermic plate to model dormancy
and to predict its dynamic according to the environment experienced by the mother plant, ii)
laboratory experiments with hormone imbibition and inhibitors to understand dormancy
variations at a physiological level and iii) emergence quantification in a growing chamber and
measurement of the morphologic traits of the seedlings. More nitrogen fertilization, less hydric
availability and a low light intensity increases emergence percentages and produced longer
hypocotyls. The lower dormancy level of the seeds originated from fertilized and water stressed
parent plants is explained by higher maximum of medium germination-permissive temperature.
Seeds originated in fertilized plants showed similar sensitiveness to abscisic and gibberellic acids,
which are the main hormones in regulating dormancy and similar behavior after the addition of
the hormonal synthesis inhibitors. This results show the importance of maternal effects on the
environmental adaptation of B. arvensis. Early germination provides superior competitive
advantage in resources capture. Knowledge of innate dormancy levels, and hence plant
emergence, contributes to prediction of the emergence cohorts, optimizing the moment for the

weed control.

Key words: Lithospermum arvense L., adaptive plasticity, transgenerational plasticity.
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ORGANIZACION DE LA TESIS

La presente tesis se ocupa de estudiar la influencia del efecto materno en caracteristicas
tempranas de la progenie en Buglossoides arvensis para entender su comportamiento bajo
diferentes escenarios ambientales, y de esta manera poder predecir su ocurrencia optimizando su
control. La tesis se estructura en seis capitulos: en el primero se desarrolla una introduccién
general de la tematica abordada, la cual finaliza con el enunciado de las hipotesis y objetivos. Los
resultados obtenidos se presentan en los capitulos 2, 3, 4 y 5, habiéndose redactado una
introduccion al tema, los materiales y métodos correspondientes y discutido los resultados. En el
Capitulo 1 se modela y analiza la dormicion de semillas provenientes de ambientes con
fertilizacidn nitrogenada e, independientemente, disponibilidad hidrica diferencial. En el Capitulo
2 se evalUa la relacion hormonal con niveles diferenciales de dormicidn innata en progenies cuyas
madres fueron fertilizadas de manera contrastante. En los Capitulos 3 y 4 se analizan caracteres
morfologicos seminales y de las plantulas resultantes, asi como la emergencia de progenies cuyas
madres fueron sometidas a un gradiente de factores ambientales. En el Capitulo 3 se desarroll6
un gradiente nitrogenado en interaccion con dos condiciones hidricas contrastantes mientras que
en el Capitulo 4 se generaron tres niveles de intensidad luminica. Finalmente, la discusion general

toma lugar en el Capitulo 6.
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CAPITULO |

Introduccion General
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En la primera parte del presente capitulo se describe la especie, su habitat, distribucion, asi
como distintos aspectos de su manejo agropecuario. A continuacion, se detallan aspectos
generales y especificos de la especie en las tematicas de la dormicion, germinacién, emergencia
y efecto materno. Luego se describen las caracteristicas de la region semiarida en la que se efectia

el estudio, para finalmente enunciar las hipotesis y objetivos del trabajo.

1.1 Descripcion de la especie Buglossoides arvensis
1.1.1 Descripcién taxonémica

Buglossoides arvensis (L.) .M. Johnston (= Lithospermum arvense L., Lithospermum
officinale Molfino, hom. illeg., Aegonychon arvense Gray, Margarospermum arvense (L.) Decne.
y Rhytispermum arvense L. Link.) (Weigend & Alvarez, 2014), vulgarmente conocida como
"Yuyo moro" o "Mijo de sol" (Marzocca et al., 1993; Lamberto et al., 1997) pertenece a la tribu
Lithospermeae, familia Boraginaceae y subfamilia Boraginoideae.

La historia taxondmica de los géneros Buglossoides-Lithospermum es compleja
encontrandose auln en continuo cambio (Cohen & Davis, 2009; Cecchi et al., 2014). En el pasado,
Lithospermum arvense y Buglossoides arvensis eran clasificadas en tribus diferentes.
Actualmente ambos nombres se aplican a la misma planta (Tocher et al., 2010). En 1954, Johnston
distinguid dichos géneros entre si por las cinco lineas verticales de pelos presentes dentro de la
corola de Buglossoides y no de Lithospermum. Esta distincién fue ampliamente aceptada. Otras
diferencias se encuentran en las anteras, cortas y apiculadas, y las niculas, rugosas y tuberculadas
en Buglossoides (Cecchi et al., 2014; Retief & Van Wyk, 2002). Cohen & Davis (2009) también
los distinguen por el color de las corolas: Lithospermum presenta flores Unicamente blancas y

Buglossoides blancas, pero también de tonalidades azuladas.

1.1.2 Descripcién morfoldgica y genética

Buglossoides arvensis es una especie herbacea de habito de crecimiento indeterminado.
Generalmente presenta tallos erguidos (15-50 cm de altura) de seccién circular, delgados, huecos
y cubiertos de tricomas blancos (0,3-0,8 mm). Dada su gran plasticidad fenotipica, en ausencia
de competencia intra e inter-especifica, alcanza un porte semi-arbustivo muy ramificado desde la
base. Pero en altas densidades desarrolla un unico tallo con una menor ramificacién y solo en la
porcion apical (Peters & Gerowitt, 2014) (Figura 1.1a-c).
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Figura 1.1 Diferentes arquitecturas de Buglossoides arvensis. a. Porte arbustivo ramificado desde

la base. b. Desarrollo de un Gnico tallo con ramificacién apical. c. Porte erecto con ausencia de

ramificaciones.

Presenta raiz pivotante, superficial (= 15 c¢cm) y rojiza (Figura 1.3f, 1.4d). Posee hojas
alternas, simples, enteras, oblongo-lanceoladas a lineares de 1,2-5 cm * 3-12 cm, apice agudo-
acuminado y base semi-amplexicaule. Son sésiles o subsésiles (Figura 1.3d, 1.4e). Disminuyen
su tamafio hacia el apice. En cada hoja, solo su nervio central es visible. Los margenes son lisos
y ciliados. Ensefian pilosidad en ambas caras: muy densa en la adaxial (Figura 1.4s) pero de
distribucién diferencial en la abaxial: numerosos en la vena central y esparcidos en la lamina.

La inflorescencia es una cima escorpioide, pero como se puede apreciar en la Figura 1.2g
los limites de la misma son difusos. La inflorescencia puede interrumpirse en nuevas
ramificaciones laterales, las que también floreceran. Podria llegar a considerarse que estas
ramificaciones dan lugar a inflorescencias secundarias y a su vez, si estas también ramifican, a
inflorescencias terciarias. Las flores, actinomorfas y hermafroditas, son compactas y escasas
(Figura 1.3f-j). Estan sostenidas por un pedicelo corto y fino (Figura 1.4k-I). El caliz persistente
es constituido por cinco sépalos unidos en la base. La corola gamopétala sub-infundibuliforme es
blanguecina, de 5-7 cm de longitud. Los cinco estambres cortos se encuentran unidos debajo de
la mitad del tubo y exhiben anteras oblongas de dehiscencia longitudinal. El ovario supero,
ginobasico (el estilo se prolonga por el interior del ovario hasta alcanzar su base), bicarpelar y
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tetralobulado daré lugar a cuatro clusas o ndculas (Figura 1.3i, 1.4l). Las nGculas son erguidas,
conicas-ovoides, 2-3 mm * 1,4-2 mm, de base plana u obtusa, aquilladas y rugoso-tuberculadas
(Figura 1.3a,1.4m-p) (Retief & Van Wyk, 2002; Lamberto et al., 1997).

Bischoff (2005) contabiliz6 en promedio entre 20y 25 frutos por planta. Peters et al. (2015)
obtuvieron entre 120 y 170 semillas por planta, correspondiendo los menores valores a ambientes
maés calidos o en presencia de alta densidad de trigo. En tanto que Lang et al. (2016) computé de
36 a 396 nuculas por individuo, decreciendo su produccion al incrementarse el nimero de plantas
por unidad de superficie.

Las naculas, frutos uniseminados, no poseen estructuras morfolégicas adaptadas para la
dispersidn. Si a ello se le suma que a la madurez tienden a permanecer adheridas a la planta madre,
al diseminarse no superan los 2 m de distancia (Bischoff, 2005; Bonn, 2005).

En estado de plantula, presenta un hipocétile de alrededor de un centimetro de tintes
rojizos-amarronados (Figura 1.2d-1.3b). Los cotiledones son oblongos con una tenue pilosidad
gue cubre ambas caras (Figura 1.2a-c, 1.3c). Algunos autores (Cecchi et al., 2014; Zippel &

Wilhalm, 2003) los describen con venas secundarias notorias.

Figura 1.2 Estadios juveniles de Buglossoides arvensis. a. Estado de plantula. b. Cotiledones. c.
Estado de roseta. d. Planta joven, vista lateral (Adaptado de Zippel & Wilhalm, 2003. Péginas de
internet: 1, 3).

Genéticamente se trata de una especie que muestra una gran variacion en su nimero base
como en el nivel de ploidia lo que puede estar relacionado con su amplio polimorfismo
morfoldgico. Se registran poblaciones con un nimero base x =9 (2n = 4x = 36) y también x = 7
(2n =14, 28 y 42) (Coppi et al., 2006; Luque & Diaz Lifante, 1991).
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Figura 1.3 Buglossoides arvensis L. a. Nuculas. b. Plantula en estado de cotiledon. c. Plantula
con primer par de hojas. d. Plantula en estado vegetativo ramificando desde los nudos. e.
Seccion transversal de un tallo hueco. f. Raiz pivotante principal con raicillas laterales. g. Tallo
floral ramificado de floracion acropeta. h. Pequefas flores gamopétalas apicales. i. Nuculas
madurando provenientes del mismo ovario con el céliz persistente. j. Plantas al momento de

cosecha encontrandose la mayoria de las hojas secas y caidas.
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Figura 1.4 Morfologia de Buglossoides arvensis. a. Porte semiarbustivo, planta ramificada desde
la base. b. Planta erecta de ramificacion apical. c. Planta sin ramificaciones con floracion basipeta.
d. Cuello con hojas méas antiguas en la parte apical y la raiz pivotante en la basal. e. Hoja sésil
entera, oblongo-lanceoladas a linear. f. Céliz y corola. g. Corte longitudinal de la flor
hermafrodita. h. Corola gamopétala sub-infundibuliforme. i. Ovario supero tetralobulado. j. Cara
interna de la corola presentando las 5 lineas longitudinales de pelos. k. Pedunculo, insercion en
el tallo sosteniendo las 4 nuculas. I. Céliz persistente. m. Ndcula, corte lateral exhibiendo el
pericarpio, la testa y el embridn. n. Ndcula, cara lateral. Ai. Nucula cara dorsal. 0. Nucula cara
ventral con la unién carpelar visible. p. Nucula, corte transversal. g. Embridon con testa. r.
Embridn. s. Detalle de la pubescencia foliar, base uniseriada. (Adaptado de Cecchi et al., 2014;
Retief & Van Wyk, 2002; Zippel & Wilhalm, 2003. Paginas de internet: 8).

1.1.3 Descripcién fenolégica

Buglossoides arvensis es una especie dicotiledénea anual, otofio-invernal y terofitica:
atraviesa el verano como semilla. El patron de emergencia a campo en el SO de la provincia de
Buenos Aires muestra un comportamiento tipico de una especie anual facultativa de invierno,
mostrando una cohorte preeminentemente otofial (mediados y fines de otofio) y una segunda
cohorte de menor magnitud hacia principios de primavera.

En la cohorte otofial, la fase vegetativa inicial se caracteriza por el estado de roseta, tipico
de la estacion invernal en la cual se produce un efecto vernalizante (acumulacion de horas de frio)
que favorece la subsecuente elongacion del tallo principal y la generacion de abundantes tallos
secundarios. La fase reproductiva se inicia a mediados de la primavera con la floracion de las
yemas basipetas, la cual continta en forma ascendente. Al igual que numerosas especies (Schaal,
1980; Wulff, 1986a; Baloch et al.,, 2001) B. arvensis presenta crecimiento acropeto
indeterminado. Es decir, la planta seguird elongando sus tallos y produciendo flores
secuencialmente por varios dias e incluso semanas, mientras las condiciones ambientales se lo
permitan. El aborto de semillas es raro y si sucede es en las semillas mas pequefias que se han
desarrollado finalizando la estacion favorable.

El momento de cuaje y la duracion de la fase de maduracién de los frutos en las plantas
madre, ocurre en distintos momentos observandose diferencias entre las cohortes de otofio y
primavera. Esta Ultima muestra una rapida induccion floral con un desarrollo vegetativo exiguo.
En general, florece desde principios de primavera a mediados de verano (Marzocca et al., 1993)
madurando los frutos a las 3-4 semanas. Las fechas de estos procesos dependeran de la fecha de
emergencia y las condiciones ambientales imperantes.

De lo anterior se deduce que los individuos de emergencia otofial son los que presentan
mayor capacidad competitiva, de importancia al encontrarse como maleza en cereales de invierno.

Ademas, poseen una elevada probabilidad de generar abundante cantidad de propagulos dada la
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mayor duracion de las etapas ontogénicas. Una vez en el banco de semillas, la vida media de las

semillas es de tres afios (Bischoff, 2005).

1.1.4 Habitat

Buglossoides arvensis habita zonas templadas a semi-aridas (Buckley, 1981). Prefiere
suelos arenosos (Marzocca et al., 1993) de pH neutro a ligeramente alcalino, frecuentando suelos
calcéreos o calizos (Lang et al., 2016). Se distingue en terrenos bien drenados (Cumberford &
Hebard, 2015; Manthey et al., 2006) e incluso secos.

Lopez Pulido et al. (1988) la especifican como especie nitrofila y Lorite et al. (2002) y
Sanz (1988) describen su habitat como pastizales nitrificados o ligeramente nitrificados. Lang et
al. (2016) lograron producir altas cantidades de semillas de la especie en suelos bajos en recursos
minerales, siendo a su vez encontrada en suelos pobres en muchos lugares (Meyer & Mahn, 2006).

Generalmente es hallada en aéreas disturbadas, rastrojos, cultivos abandonados, praderas
con influencia antropoldgica, a la vera de caminos o vias de ferrocarril, basurales o en sitios
exhibiendo signos de disrupcion fisica siendo considerada una especie "ruderal" (Tafra et al.,
2012; Hoagland & Buthod, 2005; Retief & Van Wyk, 2002; Leidolf & McDaniel, 1998; Marzocca
et al., 1993; Lopez Pulido et al., 1988; Garrett, 1913).

1.1.5 Origen y distribucién

Buglossoides arvensis es una especie cosmopolita originaria de Eurasia que actualmente se
encuentra distribuida por todo el mundo. Dado que la diseminacion es de corta distancia, la
introduccion de B. arvensis a los diferentes paises se efectud principalmente junto a granos de
cereales, especialmente trigo (Asav & Kadioglu, 2014; Milanova et al., 2007; Bonn, 2005; Retief
& Van Wyk, 2002). Si bien su poder invasivo es bajo, se encuentra naturalizada (establecida) en
la mayoria de los paises donde es introducida sin representar amenaza para la vegetacion nativa
(Weigend & Alvarez, 2014).

1.1.5.1 Distribucién mundial

Tanto en el viejo continente como en el este asiatico (sitio de origen), el nombre B. arvense
se encuentra en casi todas las listas botanicas de los diferentes paises. En el mapa (Figura 1.5)
puede apreciarse su distribucion hacia el norte del continente africano como hacia el resto de Asia,

Oceania e incluso Europa.
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Figura 1.5 Paises (%) donde se cita la presencia de Buglossoides arvensis (ANEXO 1I).

1.1.5.2 Distribucién local

En Argentina se encuentra citada como maleza en la region de Bahia Blanca (Lamberto et
al., 1997; Chantre, 2010). Un relevamiento realizado por Scursoni et al. (2014) sobre las
comunidades de malezas de la provincia de Buenos Aires indica una constancia (Ci) de 12% para
B. arvensis en la region del sudoeste de la provincia. Gigdn et al. (2008) durante las campafias de
trigo 2006/07 y 2007/08, determinaron distinta frecuencia de aparicion en los partidos de la
region, siendo en orden decreciente Ci = 52,6; 16,7; 12,8; 9,8 y 1,9% para Villarino-Patagones,
Puén, Bahia Blanca, Guamini y Sierra de la Ventana, respectivamente. Asimismo, determinaron
que los mayores niveles de infestacion observados en lotes de trigo corresponden a los partidos
de Puan y Bahia Blanca, mientras que en Villarino y Patagones la severidad de las infestaciones

resultaban bajas a moderadas (Figura 1.6).

* Buglossoides arvensis

Figura 1.6 Distribucion de Buglossoides arvensis (= Lithospermum arvense) en las distintas

zonas agroecoldgicas del sudoeste de la provincia de Buenos Aires (Adaptado de Chantre, 2010).
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1.1.6 Buglossoides arvensis como maleza problematica

Buglossoides arvensis es maleza en cultivos de tubérculos y raices, colza (Mikhailova et
al., 2015), azafrdn (Nehvi et al., 2006), mostaza, lenteja (Nasir & Sultan, 2002) pero
principalmente en cereales de invierno (Georgiev & Delchev, 2016; Milanova et al., 2007; Bikiin,
2004; Marzocca et al., 1993).

Como la mayoria de las malezas presentes en cultivos, compite por los recursos causando
mermas en los rendimientos y pérdida de calidad comercial. El impacto es mayor si la emergencia
de B. arvensis es temprana (Irassar, 2008). Es una impureza comun en semillas de trigo (Gokalp
& Uremis, 2015), centeno y trébol interfiriendo en la comercializacion por aparecer como
"cuerpos extrafios" (Marzocca et al., 1993). Una particularidad de la planta es que queda erguida
y con sus semillas mayormente prendidas por lo que son cosechadas junto con las de trigo o

cebada.

1.1.7 Manejo agrondmico de la especie

Décadas atras, en Europa B. arvensis estaba muy presente junto a los sembrados, pero con
el uso de herbicidas residuales (especialmente pertenecientes a la familia de las sulfonilureas) y
la mejora en el sistema de limpiado de granos, la maleza disminuyé un 63% tanto en frecuencia
como en abundancia (Georgiev & Delchev, 2016; Richner, 2014). De esta manera pasé a ser una
maleza de "rara presencia” en el continente europeo (Pustovoytov et al., 2010; Bischoff, 2005).
En Alemania se atribuye su reduccién en nimero y desplazamiento de areas cultivadas a
marginales, a la veloz intensificacion de la agricultura en las Gltimas décadas del siglo pasado;
especialmente a la aplicacion de fertilizantes minerales (Baessler & Klotz, 2009).

En la pampa himeda Argentina, en Dorrego (Buenos Aires) sucedi6 el mismo fenémeno.
La cantidad de B. arvensis disminuy6 en un 80% en sembrados de trigo debido a que a fines de
la década de los 80 se comienza a utilizar metsulfuron y otros herbicidas pertenecientes al grupo
de las sulfonilureas (lstilart & Yanniccari, 2013).

Sin embargo, en el sudoeste bonaerense, se produjo un incremento de la especie debido a
la adopcion de la siembra directa. A su vez, debe considerarse que B. arvensis emerge
Optimamente en el estrato de suelo cercano a la superficie (Chantre et al., 2009a), por lo que en
sistemas con nula o baja labranza del suelo se veria favorecida su emergencia. Bajo escenarios
similares, se describe en el viejo continente la misma tendencia en la especie: empezar a hacerse
visible bajo la implementacidn de la labranza minima (Wozniak, 2012), del uso de siembra directa
con glifosato (Wozniak & Soroka, 2015; Hernandez Plaza et al., 2010) o en campos con cultivos
orgéanicos (Stolton & Geier, 2002).
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1.1.7.1 Control quimico

Ensayos de post-emergencia realizados durante la década del “70, mencionan un efecto
sinérgico de bifenox con dicamba + MCPA o solamente dicamba + MCPA resultando en un buen
control de la especie (Fua & Mackie, 1981), lo que no se logra aplicando cada herbicida por
separado (Marzocca et al., 1993; Rydrych & Whitson, 1984; Fua & Mackie, 1981). Por esos afios,
también se cita al terbutryn para su control quimico en trigo (Rydrych & Whitson, 1984; Reeves,
1981) y diuron, linuron y bromoxinil solo o en mezclas con dicamba y/o MCPA (Rydrych &
Whitson, 1984). En 1990 se alcanzé un buen control con piridato disminuyendo la susceptibilidad
a medida que la maleza avanza en desarrollo (Seidel & Russell, 1990). Si emerge en cultivos
invernales, en el estado de 2-8 hojas se le puede aplicar carfentrazone-ethil en mezcla con MCPA
amina (CASAFE, 2015).

En tratamientos de pre-emergencia es susceptible a simazina, atrazina (Marzocca et al.,
1993) y fluorocloridona. Este ultimo herbicida aplicado en post emergencia es menos eficaz
(Cong et al., 2014). El uso de atrazina en barbechos largos para soja o maiz puede resultar
efectivo. Al ser una especie anual y con semillas sin capacidad de desplazarse por el viento es
muy importante lograr que no llegue a producir semillas en los cultivos para bajar la incidencia a
mediano y largo plazo.

Buglossoides arvensis presenta susceptibilidad a los herbicidas de la familia sulfonilureas,
como el metsulfuron y el iodosulfuron, manifestando una mayor respuesta en estados tempranos
de activo crecimiento y baja fertilizacion nitrogenada; al presentar residualidad, estos herbicidas
logran controlar los flujos posteriores de emergencia resultado del amplio periodo de emergencia
de la maleza (Brass, 2006; Irassar 2008; Di Lenna, 2012). En 2009 se observaron en China plantas
resistentes de B. arvensis al tribenuron-methyl (sulfonilureas), perteneciente al grupo B/2 de
herbicidas que inhiben la ALS (acetolactatosintetasa); lo que resulta preocupante por el potencial
desarrollo de resistencia cruzada a otros herbicidas del mismo grupo (HEAP, 2009).

Si por alguna razén no se realizan los controles en post-emergencia temprana, B. arvensis
comienza a mostrar menor sensibilidad a dichos herbicidas, principalmente por mayor desarrollo,
siendo importante realizar mezclas con herbicidas de accién hormonal como dicamba o
aminopiralid. También se ha observado que en condiciones de estrés hidrico el control mejora
notablemente con el agregado de 2,4-D o dicamba a las mezclas con sulfonilureas.

En barbechos de cosecha gruesa suele demostrar tolerancia a dosis comerciales de glifosato
cuando las aplicaciones se realizan en estadios avanzados de desarrollo de la maleza o en
condiciones de estrés hidrico. Ademas, por la densa pilosidad que tienen sus hojas, la penetracion
de los herbicidas se restringe fuertemente. Para lograr buenos controles en estas condiciones se
sugiere hacer mezclas con herbicidas hormonales y agregar coadyuvantes no idnicos que mejoren

la penetracion de los herbicidas (e.g., sulfato de amonio, aceite metilado).
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1.2 Bioecologia del establecimiento de la especie

1.2.1 Dormicién
1.2.1.1 Definicion

La semilla contiene al embrion, una nueva planta en miniatura equipada estructural y
fisioldgicamente para su rol de dispersion. Se encuentra bien provista de reservas, aportadas por
la planta que le di6 origen, para sustentar el crecimiento de la plantula hasta que la misma se
establezca y pueda ser autosuficiente como organismo autétrofo. Como su funcion es dar origen
a una siguiente generacion, debe asegurarse de hacerlo en el momento adecuado y para eso cuenta
con una serie de mecanismos adaptativos.

Una semilla germina cuando recibe algln estimulo externo que le indica que es el momento
apropiado para hacerlo. Sin embargo, hay veces que, atin encontrandose en un ambiente adecuado,
una semilla viable no lo hace debido a que se halla dormida. Una semilla se encuentra dormida
cuando por alguna condicion interna, su germinacion se ve impedida en circunstancias hidricas,
gaseosas y de temperatura adecuadas para hacerlo. La dormicidn innata poseida por las semillas
al momento de su dispersién desde la planta materna es conocida como dormicién primaria
(Baskin & Baskin, 1998; Benech-Arnold et al., 2000).

La dormicién es un atributo seminal que optimiza la distribucién de la germinacion a lo
largo del tiempo en una poblacién de semillas (Bewley, 1997). Mientras la simiente permanezca
viable existe la posibilidad de que encuentre para ella la mejor ubicacion en tiempo y espacio
(Fenner, 1985). Se trata de una estrategia adaptativa de supervivencia muy comun en las malezas
y de vital importancia en las anuales. Es habitual en semillas de especies anuales que su nivel de
dormicidn sea leve o nulo durante la estacion que precede al periodo de condiciones favorables
para el establecimiento de la plantula y posterior desarrollo, induciéndose la dormicion previo a
la época desfavorable para tal fin (Karseen et al., 1988). Para poder superar la dormicion, la
semilla debe verse expuesta a alguna "pista ambiental” que active diferentes mecanismos
fisioldgicos. Por ejemplo, la dormicién puede ser quebrada por un periodo de altas o bajas
temperaturas dependiendo de la especie. De esta manera la germinacion ocurrira en la estacion
adecuada para su subsiguiente crecimiento y desarrollo. Si una planta anual invernal germina
inmediatamente al momento de la dispersién de sus semillas en primavera, lo mas probable es
gue les cueste a las plantulas atravesar el verano. De lo contrario, el establecimiento tendra mas
chances de ser exitoso en el otofio (Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006; Kermode, 2005).
Las semillas perciben la estacion del afio circundante principalmente a través de variaciones en
las temperaturas del suelo (Karssen, 1995).

El clima es un factor impredecible en muchos ambientes, principalmente en zonas aridas y
semiaridas donde las precipitaciones tienden a ser muy variables. Como consecuencia, un alto

nivel de dormicion suele ser una caracteristica comdn en plantas de estas regiones. Dicha
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dormicion es probablemente una adaptacion para prever una respuesta inmediata ante una lluvia
ocasional ocurrida en la estacion seca. Una lluvia de bajo milimetraje no va a humedecer de
manera eficiente el suelo para el posterior establecimiento y desarrollo de la plantula (Fenner,
1985).

Buglossoides arvensis es una especie facultativa de invierno (Chantre et al., 2009a), por lo
que la mayoria de sus semillas germinan en otofio, pero algunas pueden hacerlo en la primavera
siguiente a su dispersion, desarrollando luego un ciclo mas efimero. Cuando las semillas empiezan
a perder la dormicién, solo germinan a bajas temperaturas. Pero al continuar perdiendo dormicion
se amplia el rango térmico en el que pueden germinar. En verano, ain las mas bajas temperaturas
no son lo suficientemente frias como para permitir la germinacién (Baskin & Baskin, 1998).

La salida de la dormicién no es necesariamente sinénimo de posterior germinacion, pero
es un pre-requisito para ella. Muchas veces, es necesaria una experiencia ambiental adicional que
actle como disparador de la germinacion. Generalmente se trata de luz o nitratos. De esta manera
se promueven flujos de germinacion con la labranza, la cual induce la germinacion al exponer a
las semillas a la luz (Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006; Fenner, 1985). La temperatura
regula tanto a la dormicién como a la induccién de la germinacion, siendo los requicitos de
temperatura en cada proceso bastante diferentes (Vleeshouwers et al., 1995). En condiciones
naturales son de extrema relevancia las temperaturas alternas para promover la germinacion.
Temperaturas alternas en Sisymbrium officinale estimulan la germinacidn si la semilla ya super6
la dormicidn, caso contrario promueven la latencia (\VVleeshouwers et al., 1995).

Cabe aclarar que una semilla dormida no respondera a dicha sefial o lo hara parcialmente

(Bradford, 2002). Estas sefiales no parecen ser necesarias en B. arvensis (obs. pers.).

1.2.1.2 Dormicién fisiolégica

Buglossoides arvensis posee dormicion fisiolégica leve (Chantre et al., 2009a). Para
despertar, las semillas maduras y secas deben pasar por un periodo de post-maduracién en seco
(after-ripening). La progresiva salida de la dormicion ocurre en funcion del ambiente y el tiempo,
incrementandose la tasa de salida al aumentar la temperatura de una manera predecible (Murdoch
& Ellis, 2000). Durante este lapso de tiempo hay cambios en la concentracién y sensibilidad
hormonal y tratamientos con acido giberélico pueden romper este tipo de dormicién (Finch-
Savage & Leubner-Metzger, 2006).

Si bien la germinacion de una semilla es un evento dicotémico, la dormicién de una
poblacion de semillas se manifiesta como un gradiente (méxima a nula dormicion) (Finch-Savage
& Leubner-Metzger, 2006). Se dice que las semillas en estados intermedios poseen dormicion
condicional o relativa dado que los rangos de factores ambientales permisivos para la germinacion
son limitados, es decir, el grado de dormicion determina el rango de condiciones en donde una

semila puede germinar (Vleeshouwers et al., 1995). La dormicion varia en una escala continua y
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a medida que se va perdiendo la ventana de germinacion va progresivamente ensanchandose
(Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006; Vleeshouwers et al., 1995). De los cinco tipos de
dormicidn fisiologica no profunda, Buglossoides pertenece al primero en el cual el rango térmico
donde la germinacion puede ocurrir, aumenta gradualmente de bajas a altas temperatura a medida
gue la semilla se va despertando (Baskin & Baskin, 1998; Finch-Savage & Leubner-Metzger,
2006).

Estudios han mostrado que los mecanismos moleculares intrinsecos que determinan la
dormicidn fisiol6gica no profunda tienen un componente embrional y/o relativo a los tejidos que
lo rodean (Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006). De esta manera, dicha dormicion se clasifica
en dos grandes grupos: dormicién embrional y dormicién de las envolturas embrionales. En la
dormicién embrional, es el embrion el que estd dormido y los ejes embrionales no podran
elongarse aln si se retirasen de los tejidos que los rodean y se colocasen en un medio adecuado.
En el segundo caso, la semilla se encuentra dormida, pero es uno 0 mas de los tejidos cobertores
(endosperma, perisperma, megatofito, pericarpio y/o testa) los que bloquean la germinacién, por
ejemplo por restriccién mecanica. Por ende, cuando el embrién es aislado, es capaz de germinar
y se desarrolla una plantula normal. Como pre-requisito para permitir la germinacién, el potencial
de crecimiento del embrién debe aumentar y/o la barrera mecénica que ofrecen los diferentes
tejidos debe ser atenuada. Por accion de hidrolasas (de origen endospermaético y/o embrional) las
paredes celulares, especialmente de la region micropilar, son debilitadas disminuyendo la fuerza
requerida por la radicula para atravesarla. Cabe destacar que estos dos tipos de dormicion son
componentes de la dormicion fisiologica. Diferentes grados de ambos pueden existir simultanea
0 sucesivamente, siendo su suma o interaccién lo que determina el grado de dormicion (Kermode,
2005; Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006).

1.2.1.3 Regulacién hormonal

Las hormonas de las plantas son un grupo de sustancias organicas producidas naturalmente
que influencian a bajas dosis procesos fisioldgicos, principalmente vinculados al crecimiento,
diferenciacion y desarrollo. La sintesis de hormonas puede ocurrir en muchos tejidos e incluso en
células dentro de los tejidos. Su accién puede ser ejercida a distancias largas, cortas o en el lugar
de origen (Davies, 2005).

El modo en que una hormona influencia un proceso depende de (Davies, 2005):

1) La cantidad presente de hormona: regulado por la biosintesis, degradacion y
conjugacion.

2) La localizacion de la hormona: afectado por su movimiento o transporte.

3) La sensibilidad hacia la hormona por parte del tejido: involucra la presencia de

receptores y cadenas de compuestos de sefializacion-transduccion.
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La respuesta hacia las hormonas puede cambiar durante el desarrollo consecuencia de
razones genéticas o por variaciones ambientales, actuando estas Ultimas como pistas para el
desarrollo (Davies, 2005).

La biosintesis de las hormonas involucra una serie de pasos que convierten intermediarios
con poca o nula actividad bioldgica en la forma activa. Usualmente cada paso es catalizado por
una enzima que es, a su turno, codificada por un gen llamado "Gen de sintesis". La expresion de
estos genes o el tiempo en que son transcriptos es afectada por las condiciones ambientales como
por el nivel de otras hormonas. Estos factores interactian fuertemente con el proceso de
biosintesis hormonal afectando todo el fenotipo (Reid, 2005).

Los eventos primarios en la salida de la dormicién se inician con la recepcién de estimulos
por el embrion y la transduccion de sefiales inmediatas que conducen a los eventos secundarios
que involucran cambios hormonales y en el metabolismo (Bewley, 1997). En la induccidn,
mantenimiento y superacion de la dormicién interactan muchos factores quimicos y ambientales
cobrando un rol fundamental la parte hormonal. Si bien se sabe que son muchos los reguladores
involucrados en estos procesos, el acido abscisico (ABA) y el giberélico (GA) son los principales
(Figura 1.7). El nivel de dormicion impuesto en los embriones inmaduros parece ser el resultado
del balance hormonal entre las acciones del ABA y el GA (Steinbach et al., 1997). A su vez, es
la relacion entre ambas sustancias la que determinaria la evolucién de la dormicion. Un radio
ABA:GA alto mantiene la dormicién mientras que uno bajo la remueve. Esto Ultimo resulta de
una mayor biosintesis de GA y degradacion de ABA (Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006).
Sin embargo, no solo la cantidad de cada hormona es valida en la regulacion de estos procesos,
también hay que considerar la sensibilidad hacia ellas como la percepcion por parte de los

receptores (Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006).

COOH

Figura 1.7 Estructura quimica de las fitohormonas: a. Acido giberélico (GAs). b. Acido abscisico
(ABA).

El &cido abscisico deriva de los carotenoides y es sintetizado a partir del gliceraldehido-3-
fosfato via isopentenyl difosfato y carotenos en raices, hojas maduras y semillas (Davies, 2005).

Esta hormona, regula muchos procesos durante el ciclo de vida de una planta. Entre los mismos
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se incluyen eventos claves en la formacion de las semillas: la deposicién en el almacenamiento
de reservas, la prevencion de la germinacion precoz, la adquisicion de la tolerancia a la desecacion
y como se menciono, la induccion a la dormicion primaria (Kermode, 2005; Davies, 2005). A su
vez, en semillas maduras y embebidas, es el principal responsable de la superacién o
mantenimiento del estado de dormicion (Arc et al., 2013; Holdsworth, 2008), para lo ultimo es
necesaria su sintesis de novo (Kermode, 2005). Se sugiere que la participacion del ABA en la
dormicion se debe a su regulacion en la expresion de ciertos genes (Karsen, 1995).

En los primeros estadios del desarrollo seminal, los niveles de ABA son bajos. Se
incrementan antes de mitad de desarrollo, momento en que se empiezan a sintetizarse las reservas,
para luego declinar durante la maduracién y secado (Figura 1.10). En Helianthus annuus, la
dormicién embrional es establecida justo después del pico de ABA, en el momento en que el nivel
de dicha hormona comienza a declinar (Le Page-Degivry et al., 1990). Diferentes especies
muestran variaciones en el momento de inicio de la dormicion, siendo también influenciado
genética y ambientalmente (Kermode, 2005). Durante este periodo también se reduce la
sensibilidad del embrién al ABA (Bewley, 1997). La dormicién es impuesta Gnicamente por el
ABA producido por el embridn sin ser influenciada por el ABA materno (Le Page-Degivry &
Garello, 1992). Sin embargo, tanto los tejidos que rodean a la semilla como la planta madre juegan
un importante rol en el mantenimiento o en el fomento de la biosintesis de ABA en el embrién en
desarrollo (Kermode, 2005).

El rol del ABA implica acciones a diferentes niveles: transcripcion, procesamiento de
ARN, modificacion de proteinas y metabolismo de mensajeros secundarios. El proceso se inicia
con la recepciéon de la hormona en un receptor especifico (tanto en la cara externa como
intracelular del plasmalema) desencadenando la transduccion de una secuencia de sefiales que
involucran proteinas intermediarias y mensajeros secundarios. Se trata de una red de sefializacién
dado que compromete la interaccién de varios componentes. El proceso finaliza con la regulacion
y expresion de genes, como ser aquellos vinculados en el mantenimiento o la terminacién de la
dormicion (Kermode, 2005).

Una de las maneras en que el ABA previene la germinacién en algunas especies es
inhibiendo el crecimiento de la radicula. Se da posiblemente por inhibir la toma de agua,
principalmente en condiciones de estrés hidrico (Baskin & Baskin, 1998).

Resumiendo, los cambios en la concentracion del ABA tanto en los embriones como en los
tejidos circundantes contribuyen a la fijacion, mantenimiento y terminacion de la dormicion. Los
niveles de ABA y sus catabolitos varian dada la constante biosintesis y degradacion que sufren.
Por lo tanto, los cambios en el estatus de la dormicion estan mas relacionados a la capacidad de
biosintesis versus catabolismo que al nivel de ABA per se (Kermode, 2005).

El 4cido giberélico, no pareceria estar involucrado en el control de la dormicion por si

mismo, cobrando importancia en la promocion y mantencion de la germinacion. De esta manera,
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actuaria una vez que las inhibiciones a causa del ABA hayan sido superadas (Bewley, 1997). Es
decir, cuando se encuentre en concentraciones suficientes para promover la germinacion y la
biosintesis de ABA se halle inhibida (Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006). Luego del after-
ripening hay un incremento en la sensibilidad hacia los factores que estimulan la germinacion,
como el GA, que a su vez se ve incrementada su sintesis (Karssen, 1995).

Las actividades del ABA 'y el GA se encuentran enlazadas, el GA contrarrestaria el efecto
inhibitorio del ABA, frecuentemente en combinacion con las citoquininas (Bewley, 1997).

Por lo menos se han propuesto dos roles que ejerce el GA para estimular la germinacion.
Por un lado, esta hormona es necesaria para superar la restriccion mecanica conferida por los
tejidos que rodean el embrion, como ser la aleurona y la testa. Por otro lado, el GA incrementaria

el potencial de crecimiento del embrion.

1.2.1.4 Modelizacién de la germinacion

1.2.1.4.1 Modelos poblacionales basados en umbrales térmicos

La comprension de la dinamica poblacional de las malezas es clave para optimizar su
control. El estado critico, en su ciclo de vida, es el de plantula dada su mayor vulnerabilidad. Por
esta razdn se hace necesario predecir su ocurrencia en tiempo y espacio (Benech-Arnold &
Sanchez, 1995). Los modelos poblacionales tienen el potencial de cuantificar y predecir
respuestas ecofisioldgicas. Se basan en el tiempo bioldgico en donde el progreso del fendmeno
estudiado es acorde a las condiciones ambientales (Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006).

Aln en los lotes de semillas que aparentan uniformidad al germinar, suele existir una
variacion individual con respecto al grado de dormicién, siguiendo una distribucion normal en la
poblacion. La variacion en el porcentage de germinacion, en funcion de los tratamientos que
rompen con la dormicion, usualmente se aproximan a una frecuencia de distribucién normal
acumulada. Como cualquier distribucién normal, puede ser descripta en términos de media y
varianzas (Murdoch & Ellis, 2000).

La temperatura es el factor basico que influencia el curso de la vida, especificamente la tasa
de cambio del tiempo fisiol6gico. La temperatura puede determinar la fraccion de una poblacién
gue se encuentra en estado de dormicion y al mismo tiempo modular la germinacion de las
semillas quiescentes. Por lo tanto, el ambiente termal podra modificar el nivel de dormicién
estableciendo los cambios en los patrones estacionales de dormicién. Una vez que la semilla se
encuentra despierta, en el rango termal donde la germinacion se maximiza, las simientes
responden a la temperatura variando su tasa de germinacion (Benech-Arnold & Sénchez, 1995).

El tiempo térmico o constante termal (¢) es una medida del tiempo biol6gico en las especies
poiquilotermias (aquellas cuya temperatura corporal es idéntica a la de su ambiente) ampliamente
utilizada para describir la germinacion en el tiempo en diferentes especies. La mayoria de las

especies estan adaptadas a un rango de temperatura que influencia fuertemente su distribucion.
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Dentro de este rango se encuentran las tres temperaturas cardinales que caracterizan la respuesta
de la germinacion a la temperatura: minima, 6ptima y maxima. La minima (o base, Tp) y la
méaxima (Tm) son temperaturas por debajo o arriba de las cuales la germinacion no ocurre y la tasa
equivale a cero, mientras que la éptima (T,) es la temperatura donde la germinacién es mas veloz.
Por lo tanto, partiendo de Ty, a medida que aumenta la temperatura ambiental (T) también lo hara
la tasa de germinacion hasta llegar a To. A partir de alli, si la temperatura sigue incrementandose,
la tasa de germinacion caera (Trudgill et al., 2005; Bradford, 2002).

El tiempo térmico es expresado en grados-dias (°C.d), necesarios para que el desarrollo de
un proceso se complete a cualquier temperatura dentro del rango Ty, - To. Habiendo calculado 6y
Ty la tasa y la duracion de la germinacion puede calcularse para cualquier temperatura (Trudgill
et al., 2005).

Dado que la germinacién simultanea de una poblacién de semillas no ocurre, sino que se
prolonga en un periodo de tiempo; las relaciones lineales asumidas, de ahora en mas,
corresponden a una fraccion determinada de la poblacién (Washitani, 1987).

Mientras otros factores ambientales no sean limitantes, el tiempo bioldgico necesario por
una fraccion de semillas para germinar, puede ser cuantificado por la suma T que excede T, en un
periodo de tiempo. De esta manera, el tiempo térmico resulta de la suma de este valor al correr de
los dias acumulandose grados-dias (Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006).

0, =(T—Ty)t, [1]

Donde 6, es el tiempo térmico para completar la germinacion de una fraccion g de la
poblacion y t, es el tiempo para completar la germinacion de dicha fraccion g, cuantificado en
dias o en horas.

En general, entre las semillas despiertas dentro de una poblacion existe una pequefia
variacion en Ty, la cual sigue una distribucion normal, sin embargo, en la mayoria de los modelos
predictivos suele considerarse constante para toda la poblacién. En un determinado momento, una
fraccion de semillas (g) pertenecientes a una poblacion, requieren cierto tiempo térmico para
germinar (6,) (eq. 1). Por lo tanto, distintas fracciones de semillas de dicha poblacion requieren
diferentes tiempos termales para completar la germinacién (Figura 1.8i) (Bradford, 1995). La
temperatura base, no solo que es considerada la misma para toda la poblacion, sino que se
mantiene constante en el tiempo, es decir que a medida que transcurre la post-maduracion y las
semillas se van despertando la misma no varia, pero si lo hace el tiempo térmico dentro de cada
fraccion de semillas (Chantre et al., 2009b).

La tasa de la germinacion se define como la reciproca del tiempo que es necesario para
germinar (Washitani, 1987) y es determiada por la diferencia entre las condiciones ambietales de
un determinado factor, como ser la temepratura, y un nivel base de dicho factor en el cual a
germinacion no se completa. La misma puede ser descripta en funcion de uno o mas factores

ambientales de manera lineal (Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006).
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En el rango sub-6ptimo de temperaturas para germinar, entre Ty y To, la tasa de germinacion
(r) se obtiene al aplicar la reciproca (1/t) al tiempo que le lleva a cierta fraccion de la poblacion
(9) germinar. Usualmente, la tasa mantiene una relacion casi lineal con la temperatura (Figura

1.8). La ecuacion que describe dicho comportamiento es la siguiente (Washitani, 1987):
1
r,=—=—(T-T,
g 0y ( b) [2]

Dado que Ty es similar para todas las semillas en una poblacion, al graficar r() versus T,
las diferentes fracciones de la poblacion interceptaran al eje X (T) en un punto en comun (Figura
1.8). Sin embargo, es comun observar que diferentes fracciones de semillas posean diferentes
valores de Tr (Figura 1.8ii), el cual a su vez varia a medida que la semilla acumula horas de calor.
En el rango supra-Optimo de temperaturas, r(g) disminuye conforme va aumentando la temperatura
siendo la pendiente de dicha curva (1/6rm) la misma para todas las fracciones de semillas. Estas

lineas interceptaran al eje de temperatura en diferentes valores de Tr, (Bradford, 2002).

Orm = (Tm(g) - T)tg [3]
_ 1 _ (Teqg—T)
Tg - tg - Orm [4]

Para las especies en las que la temperatura es el principal factor que influencia los cambios
en la profundidad de la dormicion, estos modelos pueden ser empleados para determinar el
momento de la germinacion (Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006) y poder comparar los

parametros entre subpoblaciones.
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Figura 1.8 Relacion entre la tasa de germinacion y la temperatura. A temperaturas sub-6ptimas
la tasa de germinacion (r = 1/tg), para las diferentes fracciones (porcentajes) de semillas dentro

de la poblacién, aumenta linealmente con la temperatura partiendo de una temperatura base (Tb)
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comun. Las pendientes de las lineas equivalen a la inversa del tiempo termal requerido para
germinar (1/6+()), el cual varia entre semillas individuales sigiendo una distribucién normal
(gréfico anidado i.). La tasa m&xima de germinacion ocurre a la temperatura optima (To)
decreciendo linealmente por debajo de ella. La temperatura méxima de germinacion (Tm()) Varia
entre fracciones de semillas siguiendo una distribucion normal (gréfico anidado ii.) (Adaptado de
Bradford, 2002).

1.2.1.4.2 Curvas de dosis-respuesta

La curva de dosis-respuesta es una forma simple para cuantificar la sensibilidad de una
poblacién de individuos a una sustancia, como ser la respuesta ante la aplicacion de un herbicida.
La comparacion de sensibilidades, o cualquier relacién cuantitativa (desde rasgos morfolégicos
hasta fisiol6gicos como ser la germinacion) ante sustancias diferentes puede hacerse contrastando
dos 0 més curvas. No es mas que un andlisis de regresion donde a través de una ecuacion, que se
ajusta bien a los datos, se predice el comportamiento de una poblacion a dosis crecientes de una
droga.

Se trata de un andlisis log-logistico que provee estimaciones confiables a lo largo de todo
el rango de dosis evaluado, aln en las extremas. En el caso de ser utilizado para estudiar el
comportamiento de la germinacién, se podra estimar ante una dosis dada de principio activo el
porcentaje de semillas que germinarian en una poblacion.

La tipica curva de dosis-respuesta posee forma sigmoidea (Figura 1.9). La expresion
matematica que relaciona la respuesta y a la dosis x es:

_b-C [5]

x b

1+ (E)
D—-C
= C+ T o 0logo-Tog (a0l

y=f)

Donde C = limite inferior, D = limite superior, b = pendiente e Isp = dosis donde se obtiene el
50% de respuesta.

Una de las ventajas de utilizar la curva de la ecuacion 5 es que los parametros poseen
significado biol6gico. El limite superior (D) corresponde a la media del control y el limite inferior
C es la respuesta promedio a dosis muy altas (este parametro no es necesariamente igual a cero).
El parametro b describe la pendiente de la curva alrededor del Is,. Cuanto mayor sea el valor de
b méas empinada seré la pendiente de la curva. La dosis que causa el 50% de respuesta es llamada
Iso. Esta dosis es la mas apropiada para comparar la sensibilidad de un individuo ante diferentes
sustancias. Comparar dosis que causen una respuesta mayor, como ser el lgo, esta sujeto a mayores
errores a menos que el ensayo se encuentre disefiado exclusivamente para eso.

Generalmente, se utiliza una escala logaritmica para la dosis de principio activo, la variable

independiente (eje X). La variable dependiente (eje Y), el porcentaje de respuesta, suele graficarse
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en escala lineal. Hay que considerar el uso de un amplio rango de dosis para poder cubrir todo el
espectro de respuestas.

Si se poseen mas de una curva de dosis-respuesta, puede surgir la iniciativa de saber si son
paralelas, es decir si tienen la misma pendiente. La comparacion de dichos parametros se realiza
mediante un F-test (Seefeld et al., 1995).

1[][] - ......-----'--'-.-.-:“.‘nr"-.-nr-.-u.--------u--u---
Limite superior (D)
80 4
S ¢
o 6[] ] )
< 4c‘g.
2 Iso I\ %
7 40 4 z
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Control YsX 14X 1hX X 2X 4X 8X 16X
Dosis

Figura 1.9 Curva de dosis-respuesta log-logistica correspondiente a la ecuacion 5. Los valores de
los pardmetros en este ejemplo son: D=100, C=4, Is;= 1y b=2. El control corresponde a una dosis

igual a cero (adaptado de Seefeld et al., 1995).

1.2.2 El proceso de germinacion

Una vez que la semilla superd los riesgos y etapas vinculados con su maduracion,
dispersion y dormicién, se encuentra lista para germinar, pero para hacerlo debe percibir las pistas
ambientales que le garanticen que el ambiente es el apropiado. Es decir, que la semilla debe
reconocer que el sitio es potencialmente seguro, lo cual va a depender también de las condiciones
post-germinacion. Las semillas solo pueden responder a las condiciones actuales por lo que la
seleccion debe haber obrado en cada especie para reaccionar ante una combinacion de factores
para germinar que posean una gran probabilidad de estar seguidos por otra combinacion de
factores favorables para el establecimiento. Aunque esta combinacion entre los factores pre y
post-germinativos nunca sea perfecta, debe tener la probabilidad de ocurrencia lo suficientemente
alta para que las plantas puedan explotarlos (Fenner, 1985).

Para que una semilla seca y quiescente germine deben ocurrir una serie de eventos que
comienzan con la imbibicion y finalizan con la elongacion de los ejes embrionales. El proceso
involucra reactivacion de la actividad metabdlica, rediferenciacion de los tejidos embrionales para
movilizar las reservas que almacenan y actividad meristematica que resultara en el crecimiento.

Debido a que la terminacion de la germinacion resulta en la pérdida de tolerancia a la desecacion,
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este paso constituye un compromiso con el origen de la siguiente generacion. En consecuencia,
la transicion de semilla a plantula es altamente sensible a muchos factores ambientales,
incluyendo la luz, la temperatura y la disponibilidad de agua. La respuesta a muchos de estos
factores ambientales es mediada o interactda con la sefializacion mediante una 0 mas hormonas
(Finkelstein, 2005).

El fendmeno de la germinacion se hace visible cuando la radicula traspasa las estructuras
que rodean al embridn (testa, endosperma y, en el caso de Buglossoides por ser un fruto
uniseminado, también el pericarpio). En las semillas con envolturas permeables, la toma de agua
suele ser trifasica (Figura 1.10). Durante la fase pre-germinativa o fase | la imbibicion es veloz
dado el fuerte gradiente osmético entre la semilla quiescente (v = -350 a -50 MPa) y el medio (y
= -2 a 0 MPa), aunque la tasa estara influenciada por la permeabilidad de las cubiertas, la
conductividad hidraulica del medio y la superficie de contacto semilla/sustrato. Se trata de un
fendmeno principalmente fisico que involucra liberacién de gases y cambios en la temperatura.
El mismo tiene lugar tanto en semillas viables como en no viables. En este periodo ocurren
perturbaciones estructurales temporales, especialmente en las membranas. Por este motivo se
produce la fuga de solutos y metabolitos de bajo peso molecular al medio externo; evento que
cesa en un lapso corto de tiempo, al restaurarse las membranas. También se activan enzimas
reanudando la actividad metabolica como la respiracion y sintesis de proteinas. El embrién posee
ARNmMm pre-formado y proteinas que ya no cumplen ninguna funcion, por lo que son degradadas
con la subsiguiente codificacion de las moléculas necesarias en la germinacién. Hay reparacion
de ADN (dafiado durante los ciclos de secado y rehidratacion), sintesis de ADN mitocondrial y
uso de reservas (Macovei et al., 2016; Bewley, 1997; Bradford, 1995).

Al ir aumentando el potencial agua (y) de la semilla, la toma de agua decrece y el nivel de
agua alcanza asintoticamente un nivel de plateau: la fase Il. Aqui, en semillas viables, continua
la activacién enzimatica y los procesos metabdlicos, como la reparacion de las membranas y del
ADN, el inicio de la sintesis de proteinas y la actividad mitocondrial, impulsando la aparicion de
la radicula al final de esta fase.

La ocurrencia de la ultima fase (I11) solo sucede si se completa la germinacion,
caracterizandose por una progresiva division y elongacién celular. Se observa nuevamente una
acelerada toma de agua asociada a la elongacién de los ejes embridnarios. La extension de la
radicula es un proceso impulsado por cambio en los potenciales osméticos y requiere del
ablandamiento de las paredes de las células situadas en los ejes radicales del embridn, aquellas
que yacen entre la cofia radical y la base del hipocoétile (Macovei et al., 2016; Bewley, 1997;
Bradford, 1995).

Para que la germinacion sea completa, es necesaria la reduccion de la resistencia mecéanica
de las estructuras que envuelven al embrién. Por lo cual debe haber una degradacién enzimética

de las paredes celulares llevada a cabo por hidrolasas como ser las hemicelulasas. La primera
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zona en mostrar actividad enzimatica es la region micropilar para luego, una vez avanzada la
germinacion, diseminarse por el resto del endosperma. Diferentes zonas han mostrado producir
diferentes isomeros de la misma enzima (Bewley, 1997). La expresion de genes que codifican
para la sintesis de expansinas es regulada positivamente por el GA (Cho & Cosgrove, 2005).

A su vez, para abastecer de energia a la plantula naciente los productos de reserva deben
ser movilizados. En algunos casos, la hidrdlisis de macromoléculas de reserva incluye no solo
almidon, proteinas y aceites dentro de la célula, sino también polimeros extracelulares como los

polisacéridos de las paredes celulares. Aqui también participa activamente el GAs (Davies, 2005).

EMBRIOGENESIS L TOLERANCIA A LA DESECACION
/\/\ ﬁA\
| 1AA ABA T e PF
z| CK PS1e®
= GA < =
E / =
2 / .
acumulacion \ R
de reservas \ Movilizacion de
\ reservas
‘ % : f }
temprana  media tardia semilla g0 fase 11 fase II1
seca
DESARROLLO DEL DESARROLLO DE LA
EMBRION PLANTULA

Figura 1.10 Gréafico generalizado mostrando los niveles relativos de agua (----), peso seco y
fresco (PS y PF) y hormonal en cada estado de desarrollo del embrion y de la plantula. Con arresto

del desarrollo se refiere al estado de quiescencia o dormicién (Adaptado de Finkelstein, 2005).

La sintesis de &cido giberélico es central en la cadena de transduccion de sefiales que
conduce a la germinacion. Las giberelinas (GAs) son una familia de &cidos tetra-ciclicos
diterpenoides basados en la estructura del ent-gibberellane. Existen 128 compuestos identificados
en plantas vasculares, cuatro sintetizados por hongos y cuatro por bacterias. Las GAs derivan del
glyceraldeido-3-fosfato via isopentil difosfato y son elaboradas en tejidos jovenes y semillas en
desarrollo. A cada sustancia se le asigna un nimero en orden cronoldgico de identificacion. De
los 136 GAs conocidos solo algunos presentan actividad bioldgica. Entre otras formas bioactivas
se incluyen GAs, GA4, GAs, GAg, Yy GA7. La(s) GA(s) bioactiva(s) presente(s) en una planta
determinada se encuentra(n) acompafiada(s) por una docena 0 mas GAs que son inactivas,

potenciales precursores o productos desactivados de las formas activas. Las GAs en su esqueleto
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pueden contener 20 0 19 carbonos habiendo estas ultimas perdido un C metabolicamente. Ambas
estructuras pueden sufrir modificaciones como ser la insercién de un grupo funcional cuya
posicion y estereoquimica influird fuertemente en la actividad biolégica. Los Cz-GAs
normalmente no son activos, pero pueden metabolizarse a C19-GAs para serlo. En la mayoria de
las plantas GA: es la molécula activa principal. El acido giberélico (GAs), comin en muchas
plantas, es también producido por el hongo Gibberella fujikuroi siendo el GAs de mayor
disponibilidad en el mercado (Sponsela & Heddenb, 2005).

Entre los sitios donde se realiza la biosintesis de GA se encuentran las semillas, donde la
produccidn es especifica de un estado determinado y se efectla en regiones de tejidos vegetativos
con gran velocidad de crecimiento. Estudios genéticos determinaron que la expresion de los genes
para sintetizarlas parece estar localizada en células y tejidos que responden a la hormona, 0 muy
cerca de ellos (Sponsela & Heddenb, 2005).

A su vez, la accion de dicha hormona requiere de receptores que se supone que se
encuentran ligados a las membranas cuya sensibilidad es aumentada por diferentes factores como
la temperatura y/o luz. La germinacion se encontrara restringida a periodos donde los receptores
se encuentren disponibles o activos (Karssen, 1995).

Las semillas pueden permanecer en la segunda fase por mucho tiempo: meses o incluso
afios. Durante este periodo, pueden tolerar la deshidratacién, incluso ciclos de hidratacion
seguidos de sequia. Esta habilidad es perdida una vez que se inicio el crecimiento del embrion,
por lo que ante una falta extrema de agua, la supervivencia se vera complicada. De esta manera,
a la semilla embebida le surge una critica decision, si permanecer en fase Il o iniciar la
germinacion, fase de la que no hay retorno (Bradford, 1995).

Una forma de evitar que lo anterior ocurra es inhibiendo la sintesis de novo de enzimas que
son necesarias para la movilizacion de reservas durante la germinacion. La induccion de las
mismas puede ser bloqueada por el ABA, producido en respuesta del potencial osmético o una

situacion de estrés (Finkelstein, 2005).

1.2.3 Emergencia y estado de plantula

La plantula representa el estadio final de regeneracion desde una semilla. El lapso de
tiempo comprendido entre la germinacion y el establecimiento de una planta joven es el mas
vulnerable en el ciclo de vida de una planta. La alta mortalidad al estado de plantula actGa como
un filtro selectivo de gran peso sobre las caracteristicas tanto de las semillas como de las plantulas
mismas. De este modo, la significancia adaptativa de varios atributos de las semillas se encuentra
intimamente ligado con el éxito de las plantulas para establecerse. Estos rasgos pueden ser

interpretados como mecanismos que detectan "el agujero”, tanto en tiempo (germinacién) como
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en espacio, para incrementar la supervivencia y el crecimiento de la futura planta (Kitajima &
Fenner, 2000).

El estadio de plantula se inicia con la salida de la radicula por las cubiertas protectorasy se
puede definir como el periodo en el cual la pequefia planta todavia depende de las reservas de la
semilla. Es dificil establecer el momento en que deja de ser plantula dado que se va volviendo
autotrofa gradualmente y la transferencia de la dependencia nutritiva de fuentes internas a
externas de diferentes elementos presenta tasas distintas (Fenner, 1987).

En general, el tamafio de la semilla es correlacionado con la tolerancia de las plantulas a
varios estréses abioticos como ser la sombra y la sequia. La flexibilidad de las plantulas ante
varios factores abidticos podria explicar la especializacién de las especies a lo largo del gradiente
ambiental. Estréses abidticos como una helada repentina o sequia severa podran matar a los
pequefios individuos directamente. Sin embargo, muchos otros factores como el sombreado,
exceso de luz, calor, estrés hidrico o inundacion tal vez no maten a la plantula inmediatamente,
pero pueden disminuir su tolerancia a agentes bidticos mortales como herbivoros y patdgenos.
Muchas veces factores biéticos causan estrés abidtico: la competencia intra-especifica priva a las
plantulas emergentes de luz y recursos de suelo causando su mortalidad. A su vez, las plantulas
son mas vulnerables al dafio fisico: pueden ser arrancadas de raiz, quebradas, o pisoteadas por
animales que no necesariamente sean herbivoros.

Especies que producen semillas de mayor tamafio se establecen de inmediato sobre un
amplio rango de condiciones ambientales, mientras que las especies de semillas pequefias son
mas dependientes (Kitajima & Fenner, 2000). Este concepto podria ser aplicado a la variacion
seminal interespecifica. El tamafio de la semilla puede ser, en muchas ocasiones, crucial
determinando el fitness. Semillas grandes dan lugar a plantulas grandes. El tamafio presume ser
una ventaja para el establecimiento: semillas mayores podran penetrar mas profundo en el suelo
explorando un gran volumen de suelo velozmente y competir por luz de manera mas eficiente que
plantulas de menor tamafio. Sin embargo, la desventaja de las plantulas mas chicas se ve
compensada con la distancia de dispersion. Semillas pequefias podran dispersarse a mayores
distancias e incrementar de esta manera las chances de escapar a factores de mortalidad denso-
dependientes (Kitajima & Fenner, 2000).

El primer factor abidtico causante de estrés es la profundidad en el suelo que la plantula
debe atravesar para emerger. Las simientes de mayor tamafio se encuentran mejor equipadas para
emerger de mayores profundidades. Las mas pequefias, en caso de germinar, agotan sus reservas
antes de llegar a la superficie y las que logran emerger etioladas sufren una gran mortalidad. Hay
que considerar que la transmision de luz a través de las capas de suelo es casi nula (Kitajima &
Fenner, 2000).

Las plantulas pueden emplear diferentes estrategias para evitar el sombreado temporal y

espacial. Las especies pertenecientes a pastizales templados tienden a germinar en otofio,
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posiblemente para reducir la sombra a causa de sus vecinos. La elongacion del tallo, o mas
precisamente el hipocotile, ayuda a evitar el sombreado por la vegetacion circundante, 1o que
resulta una estrategia particularmente efectiva cuando las plantulas presentan una tasa de
crecimiento elevada. Sin embargo, un crecimiento veloz trae aparejado una menor densidad en
los tejidos volviendose las plantulas méas propensas a sufrir dafios por herbivoros y patdgenos
(Kitajima & Fenner, 2000).

La sequia puede ser fatal para las semillas germinando y las pequefias plantulas. Los micro
sitios que previenen de la desecacion son sitios seguros para el establecimiento de las especies
dominantes en praderas anuales. Los potenciales osmaticos de micro-sitios sin vegetacion, y por
lo tanto sin competencia por el recurso hidrico, en suelos de zonas aridas y semiaridas son mas
favorables para la supervivencia de la plantula que si contaran con vegetacion, aunque la
evapotranspiracion es mayor. Por lo tanto, bajo estas circunstancias, cuanto mas temprana sea la
germinacion mas chances de sobrevivir a la estacion seca (Kitajima & Fenner, 2000).

Una gran plasticidad fenotipica es esperada en las plantulas como consecuencia de que las
causas de mortalidad cambian de estacién a estacion y de lugar en lugar. Dentro de una misma
especie la presidon de seleccién varia constantemente. Esto evita el desarrollo de una alta
adaptacion hacia factores especificos de mortandad como ser la sombra o la sequia. Una estrategia
muy efectiva para ganar terreno adn con presiones de seleccidn variantes es responder con una
elevada plasticidad fenotipica. Hay caracteristicas, como ser el largo del hipocétile, que muestran
un considerable grado de flexibilidad (Kitajima & Fenner, 2000).

En ambientes impredecibles, las plantulas adaptadas a determinadas condiciones
ambientales necesitaran aclimatarse continuamente a los cambios (Kitajima & Fenner, 2000).
Varias caracteristicas influenciadas por la planta madre, como dispersion o dormicion, pueden
incrementar las posibilidades de supervivencia de una plantula. Asimismo, la deteccion del
momento y lugar adecuado ayuda a evitar la competencia por plantas ya implantadas (Fenner,
1987).
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1.3 Efecto materno

Durante la ontogenia de las plantas, cada organismo posee una cantidad finita de recursos
disponibles como energia y nutrientes. EI modo en el cual se particionen esos recursos entre las
actividades vitales (crecer, defenderse, reproducirse, entre otros) determinara la probabilidad de
gue determinados genes perduren en la siguiente generacion. La distribucion relativa entre las
diferentes demandas sera diferente entre organismos en habitats distintos. Derivar mas recursos
hacia una actividad determinada, como ser a los mecanismos de defensa, rebrotar o la produccién
de semillas, solo puede efectuarse a expensas de privar a otro posible destino de ellas. Se presume
que la designacidn resultante de recursos entre actividades es la 6ptima para no ser comprometido
por la seleccién, en definitiva, para optimizar su fitness (Fenner, 1985).

En términos generales, la palabra “fitness” hace alusion a la capacidad de una especie,
poblacién o individuo de reproducirse y perdurar en el tiempo. Segun Thoday (1953), el primer
componente del fitness implica la adaptacion al ambiente contemporaneo dado que, ante un
cambio en el medio, los individuos deben adaptarse para poder sostenerlo bajo dichas
condiciones. Por lo tanto, el fitness de un grupo de individuos debe incluir la capacidad de
sobrevivir en futuros ambientes y no puede definirse sin considerar la descendencia (Thoday,
1953).

1.3.1 Definiciones

La variacion fenotipica de un individuo puede estar determinada no solo por el genotipo y
el ambiente que experimenta, sino también por el efecto materno. En otras palabras, la planta
madre influencia el fenotipo de su progenie mas alla de la contribucién cromosémica ejercida por
cada progenitor (Roach & Wulff, 1987).

Roach & Wulff (1987) distinguen tres clases de efectos maternos (Figura 1.11):

1. Extra-cromosomal o citoplasmatico: los plastidos y las mitocondrias son organelas
que pueden ser transferidas directamente por la planta madre durante la formacion
y desarrollo del 6vulo. Esta transmisién es independiente de los genes nucleares.
Hay especies en las que el tamafio seminal se encuentra determinado en parte por
la herencia citoplasmatica (Baskin & Baskin, 1998).

2. Endospermal: el endosperma es el saco que contiene al embridon durante su
desarrollo y perdura hasta la germinacion. Cumple multiples funciénes desde
aporte de enzimas hasta ser fuente nutricional. Su carga genética es 3N siendo %3
aportados por la madre, contribuyendo con un mayor peso en todas las funciénes
que cumple este tejido.

3. Fenotipo materno: las condiciones ambientales que experimente la planta madre

van a determinar su fenotipo el cual, a su vez, va a tener consecuencias en la
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descendencia. Estas influencias tienen lugar via estructural o fisioldgica y se
desarrollan en profundidad a continuacion.

Los tejidos que rodean al embrion y forman la semilla son todos de origen materno, como
lo son los que forman el fruto, en el caso de poseer, y diversas estructuras como pelos, aristas,
etc, las que juegan un rol fundamental en la dispersion.

Son sustancias producidas por las plantas madre las que abastecen a la semilla durante su
llenado, por lo que dicha progenie se vera influenciada por las sustancias quimicas producidas
por su progenitora. Esta podria ser una explicacion, al menos parcial, a los diferentes grados de

dormicidn que suelen observarse en las especies (Baskin & Baskin, 1998).
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Figura 1.11 Diagrama de los efectos maternos y otras influencias sobre el fenotipo durante la
generacion de la progenie. Las flechas solidas representan los efectos maternos (adaptado de
Roach & Wulff, 1987).

El momento donde el ambiente ejerce una mayor influencia sobre atributos seminales es
durante los ultimos 5-15 dias de la maduracién en la planta madre (Gutterman, 2000). El
desarrollo de la semilla en la planta madre es una sucesion de eventos que se divide en dos fases
de similar duracién. Durante la primera toma lugar la morfogénesis: se forma el embrién (ejes
radicular y caulinar y tejidos como el vascular y el dermal) y los tejidos de reserva (endosperma
y/o perisperma). El cese de la division celular marca el comienzo de la segunda fase, la
maduracion. La maduracion implica la acumulacion de compuestos de almacenamiento, el
desarrollo de la tolerancia a la desecacion y la pérdida final de agua. Durante este proceso hay

elongacion celular por la acumulacion de cuerpos proteicos y lipidicos y se impone la dormicion.
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Las semillas en desarrollo son una rica fuente de citoquininas, auxinas, GAs y ABA (Figura 1.12)
(Finkelstein, 2005; Karssen, 1995). Considerando esto, es facil visualizar que cualquier variante
en el ambiente que modifique en algin aspecto el resultado final del proceso, es decir la semilla,
le causard consecuencias tanto morfoldgicas como fisioldgicas. Ejemplos de estas situaciones
incluyen variaciones en el grosor, composicion o permeabilidad de las cubiertas seminales

influyendo sobre su germinabilidad.
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Figura 1.12 Representacion generalizada del desarrollo del embrién en las angiospermas
mostrando los tres estados principales de zigoto a plantula: embriogénesis, maduracion y
germinacion. Momentos donde los efectos ambientales més influencias y méas se manifiestan
(adaptado de Finkelstein, 2005).

Es en las primeras etapas del ciclo de vida donde méas se manifiestan los efectos maternos.
Las condiciones locales bajo las cuales una semilla madura consiste en una combinacién del
microambiente experimentado por el individuo debido a su posicion en la planta madre y el
ambiente abidtico que circunde a dicha planta (temperatura, fotoperiodo, intensidad luminica,
disponibilidad hidrica, nutricional etc.) (Gutterman, 2000). Los efectos maternos pueden perdurar
por méas de una generacién (Wulff, 1995).

La epigenética hace referencia a cambios heredables en el fenotipo, y por lo tanto en la
regulacion génica, que no son causados por alteraciones en la secuencia de ADN, es decir, con
total ausencia de variabilidad genética (Masueli & Marfil, 2010).

La presente tesis se basa en los efectos maternos debido al ambiente. Ejemplos puntuales
de factores ambientales influyendo en ciertas caracteristicas de la descendencia se citaran en el

capitulo pertinente.
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1.3.2 Efecto materno: estrategia adaptativa

Los efectos maternos pueden influir en varias caracteristicas relacionadas al fitness,
cobrando por ello importancia ecoldgica y evolutiva (Wulff, 1995).

En los ambientes impredecibles, son tres las caracteristicas particularmente importantes
para la mantencion de la especie en el tiempo: la produccién de un banco de semillas, la dispersién
y el tamafio seminal. Esto se debe a que interactiian, aumentando la diversidad fenotipica, para
reducir el impacto ante una variacion ambiental (Wulff, 1995).

La capacidad de una semilla para dispersarse es considerada un atributo materno, dado que
todas las estructuras adaptadas a tal fin son originadas de tejidos maternales. La ventaja de
establecerse lejos de la planta madre radica en evitar las condiciones perjudiciales para la especie,
mientras que establecerse en el mismo sitio es ventajoso cuando cuando ya fue testeado y
considerado como "favorable" por su progenitor (Wulff, 1995).

Buglossoides arvensis es una especie monocarpica, es decir que su reproduccion se produce
una sola vez, hecho que inmediatamente es seguido por la muerte de la planta. Las especies
anuales, comunmente, producen semillas lo mas rapido posible. Su calendario de fertilidad es
determinado genéticamente, pero responde adaptandose a las diferentes presiones ambientales. Si
hay un alto riesgo de mortalidad, un retraso en la produccién de semillas puede resultar en un
fracaso reproductivo por muerte anticipada. Por lo tanto, en ambientes inestables se ven
favorecidas las especies que producen al menos algunas semillas lo antes posible. Sin embargo,
la desventaja de una reproduccion precoz es el menor tiempo disponible para la adquisicion de
los recursos necesarios para destinar a las semillas. De aqui surge una disyuntiva, si producir mas
rapidamente menos semillas o retrasar la produccion por un mayor ndmero (Fenner, 1985). Como
se menciond en secciones anteriores, B. arvensis es facultativa germinando tanto en otofio como
en primavera. En las observaciones efectuadas en la region del presente estudio, las plantas de la
especie describen claramente estos comportamientos. Las que germinan en primavera presentan
una tasa de desarrollo elevada, completando su ciclo en pocas semanas dada la cercania a la
estacion desfavorable. Su crecimiento es escaso como la produccion de semillas. Por el contrario,
las de emergencia otofial priorizan un vigoroso crecimiento en el estado vegetativo formando una
gran roseta. Un mayor tamafio vegetativo permite competir efectivamente con la vegetacion

circundante y trae aparejado una mayor produccién de semillas.
1.3.3 Agentes causales

1.3.3.1 Efecto de la planta madre

La posicion de la semilla en diferentes partes, 6rganos o frutos, incluso su ubicacion en
la inflorescencia o dentro de un fruto en una misma planta, puede afectar su color, tamafio,
morfologia e incluso germinacidon. En especies perennes, la edad de la planta puede influenciar la

germinabilidad de su progenie (Gutterman, 2000).
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Semillas desarrolladas en diferentes posiciones en la planta madre pueden presentar
diferencias en el grado de dormicién o en los requerimientos germinativos. Una explicacion para
estas variantes es que los recursos no son volcados de la misma manera en todas las semillas. De
este modo, habra semillas de mayor tamafio que otras variando en los caracteres antes
mencionados. Ademas, especialmente en las especies indeterminadas, las condiciones
ambientales experimentadas por las semillas en formacion en la base de la inflorescencia no son
las mismas que las vivenciadas por las apicales (Baskin & Baskin, 1998). Estos microambientes,
producen consecuencias sobre el comportamiento germinativo, ensanchando el rango de

condiciones donde podréa regenerarse la poblacion (Fenner, 1985).

1.3.3.2. Efecto ambiental

Son muchos los factores ambientales que interactian simultdneamente durante el ciclo de
vida de una planta y es dificil poder atribuir la influencia de cada uno individualmente. Sin
embargo, en lo que concierne al efecto materno sobre las caracteristicas iniciales del desarrollo
de su progenie, hay ciertos patrones que parecen repetirse. De esta manera, Gutterman (2000)
menciona como regla que la adicion de fertilizantes, especialmente nitrogeno, decrece la
dormicién en las semillas. A su vez, Baskin & Baskin (1998) detallan que los tratamientos con
fertilizantes afectan a la dormicion fisioldgica, siendo la respuesta mas comun cambios en los
porcentajes de germinacion.

Fenner (1985), asocia a las semillas de mayor tamafio con los ambientes secos, aun dentro
de la misma especie. Se cree, que el mayor tamafio seminal de las plantas expuestas a sequia se
debe a que la seleccidn actia a favor de las plantulas que pueden establecer velozmente un sistema
radicular mas extenso, desde sus propias reservas. A su vez, la sequia durante la maduracion
seminal afecta la germinabilidad. Una posible explicacion es el cambio que causa en la
composicion de los tejidos que rodean la semilla, cambios en los patrones proteicos y de ARNm.
En general ante un mayor estrés hidrico la dormicion tiende a decrecer, pero hay evidencias que
no siempre es asi, no pudiéndose establecer como ley (Gutterman, 2000; Baskin & Baskin, 1998).
Baskin & Baskin (1998) citan varios ejemplos de especies de dormicion fisioldgica cuyo nivel de
dormicidn ha decrecido ante la exposicién a sequia.

La temperatura experimentada durante la formacién seminal también influye en el nivel de
dormicién. El resultado que mas se obtuvo ante un aumento en la temperatura ambiental fue el
incremento en los porcentajes y/o tasas de germinacion. Sin embargo, este comportamiento se
encontré ligado al momento durante el ciclo reproductivo de la planta donde la temperatura fue
elevada, afectando los requerimientos para germinar de la progenie (Baskin & Baskin, 1998).

Tanto la calidad como la intensidad luminica evidenciaron influir en atributos de la
descendencia. Cuando se evalué el efecto de la intensidad luminica sobre la dormicion, diferentes

especies reaccionaron de distinta manera, ya sea incrementando o disminuyendo el porcentaje de
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germinacion, por lo que no puede describirse un patrén al respecto (Baskin & Baskin, 1998). En
cuanto a la calidad luminica (relacion rojo: rojo-lejano) experimentada durante el desarrollo
seminal, se estima que influye en la sensibilidad a la luz que luego manifiesta la descendencia.
Este hecho estaria relacionado con el tejido materno que cubre a las semillas durante su formacion,
estando el requerimiento luminico para germinar fuertemente correlacionado con la clorofila
retenida en las estructuras que visten la semilla. Semillas que han madurado rodeadas de tejidos
verdes exibiran la mayor parte de su fitocromo en forma inactiva (Pr) requiriendo un estimulo
luminico para germinar. Contrastando con semillas donde la luz recibida, independientemente de
su calidad, no es filtrada donde el fitocromo es hallado en su forma activa (Pfr) pudiendo germinar

tanto en luz como en oscuridad (Cresswell & Grime, 1981).

1.3.4. Atributos de fuerte influencia materna y su importancia ecoldgica

Dormicion y emergencia: La maduracion de diferentes semillas con diferente
germinabilidad sobre una misma planta madre posee importantes ventajas ecoldgicas,
especialmente si se trata de malezas sobreviviendo bajo condiciones impredecibles. En estos
ambientes, el momento, intensidad y cantidad de lluvia, asi como las variaciones térmicas son
inciertas. De esta manera, la especie se asegura que luego de una precipitacion, solo una porcién
del total del banco de semillas germine, no extinguiéndose en el sitio en caso de que el ambiente
se vuelva desfavorable para su subsistencia (ej. sequia y/o temperaturas elevadas) (Gutterman,
2000).

Especies de diferentes familias, ciclos de vida y comunidades han exhibido diferencias en
caracteristicas germinativas de su progenie, ya sea grado de dormicion, tasa germinativa o en las
condiciones requeridas para germinar debido al lugar donde se desarrollaron. Dependiendo de la
especie las variaciones se dan con la latitud, altitud, condicion hidrica y/o nutritiva del suelo,
temperatura, fotoperiodo, tipo y densidad de plantas vecinas y diferentes grados de disturbios en

los sitios donde las semillas maduran (Baskin & Baskin, 1998).

Tamafio seminal: El tamafio de la semilla puede afectar caracteristicas juveniles y adultas
y es, probablemente, uno de los indicadores mas tempranos de la calidad de la progenie. Semillas
de mayor tamafio podran emerger de mayores profundidades dado que cuentan con mayores
reservas. Por esta razon las plantulas resultantes seran méas grandes y tolerardn mejor una
privacién nutritiva. A su vez, en muchas especies se noté una emergencia mas temprana con el
consecuente provecho temporal de poder captar recursos antes tomando ventaja ante la
competencia y presentando mayores probabilidades de supervivencia. La produccion de semillas
de mayor tamafio suele asociarse con menor cantidad. Por otro lado, las ventajas de las semillas
de menor tamafio se relacionan con la dispersion, la tasa de germinacion, el escape a herbivoros

y la perduracion en el banco de semillas (Wulff, 1995).
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El tamafio de la semilla es un atributo muy plastico que varia dependiendo de las
condiciones ambientales, especialmente de la disponibilidad de recursos. A nivel de planta
individual también se observan variaciones en el tamafio seminal determinadas por una
competencia en los recursos (Wulff, 1995). La estrategia de cada individuo de como administrar
SuS recursos se encuentra programada genéticamente y determina la fraccion destinada para
reproduccién en un ambiente dado. Es decir que el esfuerzo reproductivo (biomasa
reproductiva/biomasa total) va a estar condicionado por los factores ambientales. En las especies
con elevada plasticidad fenotipica la influencia ambiental serd mayor mientras que en aquellas
especies donde la fraccién destinada a reproduccion se encuentra rigidamente fijada se
independiza del ambiente (Fenner, 1985).

Un elemento importante en la estrategia reproductiva concierne a la particion de recursos
destinados a reproduccién en relacién al nimero y tamafio de las semillas, existiendo un claro
antagonismo entre ellos (Fenner, 1985). La planta madre se encuentra en un "trade-off": debe
repartir sus recursos en simientes de mayor tamafio o incrementar el nimero de semillas
producidas. Siempre hay una presién de seleccion a generar una mayor cantidad de semillas dado
gue representa una progenie mas numerosa. Sin embargo, debe haber un limite inferior de tamafio
seminal que le permite a la futura plantula ser funcional. La optimizacion de recursos por parte
de la planta progenitora serd aquella que produzca la mayor cantidad de semillas del mayor
tamafio posible, dadas las ventajas competitivas y de supervivencia que presenta una plantula
proveniente de una semilla mejor provista (Figura 1.13). Por lo tanto, si la planta madre cuenta
CONn mas recursos para aprovisionar a su descendencia, producira mas semillas de un mayor
tamafio (Leishman et al., 2000). El ambiente experimentado por la planta madre influye en la
descendencia ya que se ajustan atributos morfolégicos (tamafio) y/o fisioldgicos (en relacion
directa con el tamafio, ej. dormicién en algunas especies) y la cantidad de semillas a producir
dependera de los recursos disponibles por lo que se deduce que para una misma especie el tamafio
y cantidad de semillas resultantes estaria condicionado por las condiciones imperantes en el

momento de su produccion.

+
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sobrevivir y establecerse
\

Tamafio de
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>

Tamano de semilla (provision materna)
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Figura 1.13 Distribucién 6ptima de recursos maternos entre sus semillas en un ambiente
determinado. (-----): Chances de una plantula de sobrevivir y establecerse en funcion de la masa
seminal que le dio origen —): perspectiva de sobrevivencia de todas las plantulas producidas en
una camada de semillas. Desde el punto de vista genético, hay un punto de inflexion donde a
partir del cual un tamafio de semilla a expensas de un menor nimero de individuos, deja de ser
conveniente. La mejor asignacion de recursos a cada semilla es cuando se produce la mayor
cantidad de semillas del tamafio menor que garantiza su supervivencia en la siguiente generacion

y por ende maximiza el fitness materno.

Tamafio de la plantula: el tamafio de la plantula se correlaciona positivamente con el de la
semilla. Hay que considerar que la ventaja al respecto de semillas de mayor tamafio se mantendra
si las tasas de crecimiento son constantes. Sin embargo, son las plantulas provenientes de semillas
de menor tamafio las que presentan tasas méas veloces. Una plantula més grande serd mas
competitiva en la toma de recursos, pero una de menor tamafio tolerara mejor periodos cortos de
sequia dada su menor transpiracién. A su vez, los tamarfios iniciales son importantes predictores

del tamafio final de la planta y su capacidad productiva (Wulff, 1995).

1.4 Region semiérida del Sudoeste bonaerense

El sudoeste bonaerense es una region que comprende 11 partidos (Figura 1.14a). Posee
un clima continental templado caracterizado por una gran variabilidad climatica, principalmente
en las precipitaciones, temperaturas, vientos y humedad relativa ambiente (Glave, 2006). Los
veranos e inviernos se encuentran bien marcados. En verano son habituales temperaturas
superiores a los 30 °C, mientras que en invierno son normales las temperaturas cercanas al indice
de congelamiento. Las primaveras y otofios son moderados. La temperatura media anual es de 15
°C no siendo gradual la variacion térmica en el area, sino que responde a factores locales como
altitud y continentalidad (Figura 1.14c).

Las isohietas de 500 y 700 mm atraviesan el area en direccidn sudoeste-noreste (Figura
1.14b) determinando, junto con los tipos de suelos, las aptitudes agricolas de las diferentes zonas.
Las precipitaciones son variables concentrandose en los periodos de otofio y primavera, a fines
de invierno se da una estacion seca y otra semiseca a mediados de verano. Las lluvias pueden
llegar a valores extremos de bajas precipitaciones caracteristica comdn a ambientes aridos o
semiaridos y a valores muy por encima al promedio anual similares a regiones extremadamente
himedas. La suma de estas desviaciones positivas 0 negativas por encima o por debajo del
promedio anual, da lugar al movimiento ciclico o marcha secular, que en definitiva significa la
ocurrencia de varios afios humedos, secos 0 medianamente secos. Lo que comunmente se dice se

ha presentado un "Nifio" (periodo himedo) o una "Nifia" (periodo seco) (Glave, 2006).
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El periodo libre de heladas comprende los meses de diciembre, enero y febrero, aunque en
toda la region existe probabilidad de heladas en cualquier momento del afio (Kriiger, 2015; GOmez
etal., 1981).

Los suelos predominantes son de textura mediana a gruesa, de buena permeabilidad, cuya
profundidad oscila entre 80 y 100 cm limitados por un horizonte petrocélcico (tosca) (Galantini
et al.,, 1992; Gomez et al.,, 1981). En la region semidrida (sudoeste) dominan los suelos
Haplustoles/Hapludoles y en la sub-hiimeda (noreste) Argiustoles/Argiudoles, con inclusiones de
aereas arenosas y depresiones salitrosas: Entisoles y Aridisoles (Kruger, 2015). Dadas las
caracteristicas climéticas y edéaficas propias de la region semiérida, el uso o manejo de los
sistemas agricolas ha provocado, y provoca, cambios marcados en los suelos (Galantini et al.,
1992) y por ende en la vegetacion espontanea.

En los dltimos afios ha sido posible observar profundas perturbaciones climaticas,

atribuibles en parte al avance del calentamiento del planeta y al ritmo estadistico de la ocurrencia

de estos fendmenos.

Figura 1.14 Sudoeste Bonaerense. a. Partidos. b. Isohietas. c. isotermas. (Adaptédo de: Paginas
de internet 5, 6, 7).

1.4.1 Partido de Bahia Blanca

El partido de Bahia Blanca posee una superficie de 2.247,49 km? de la cual 204.012 ha
son agropecuarias. Comprende a las ciudades de Bahia Blanca, Cabildo, General Cerri, Ingeniero
White y Grunbein. Se encuentra atravesado por la isohieta de 500 mm (Figura 1.14b) siendo sus
precipitaciones muy variantes tanto inter como intra-anualmente. Los suelos en su mayoria

presentan textura franco-arenosa/arenosa fina con acentuadas deficiencias de fertilidad
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nitrogenada. Estas caracteristicas definen a la zona principalmente como ganadera. Entre los

cultivos producidos el destacado es el trigo.

1.4.2 Estacion experimental del CERZOS (UNS-CONICET)

Todas las evaluaciones realizadas a campo se llevaron a cabo en el predio experimental del
CERZOS localizado en el CCT CONICET-Bahia Blanca (38°39°54”S, 62°13°58”W). El suelo es
de textura arenosa (haplustol tipico), contiene un 2% de materia organica, 4,6 mg kg™ de N-NOs

y una reaccion alcalina (pH=7,5).
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1.5 Hipotesis y objetivos

Como se menciono en la seccion anterior, la zona de Bahia Blanca presenta un ambiente
con un alto grado de incertidumbre climatica, por lo que su vegetacién establecida posee
necesariamente atributos de adaptabilidad fenotipica para sobrevivir. Una de las estrategias
adaptativas es debida a la influencia de las plantas madres sobre la progenie, la que sera estudiada

en la especie B. arvensis.

En base a la informacion acumulada luego de varios afios de estudiar esta especie en otras

tematicas y a la numerosa bibliografia consultada, se generaron las siguientes hipétesis:

H:: Diferentes ambientes maternos causan variaciones en el nivel de dormicién de las
semillas de B. arvensis, pudiéndose medir dichos cambios mediante el uso de modelos

matematicos termales.

H,: Cambios en el nivel de dormicidn ante diferentes disponibilidades nitrogenadas durante
el desarrollo seminal, se vinculan con variaciones en la sensibilidad y/o produccién de las
fitohormonas GA; y ABA.

Hs: Bajo diferentes condiciones ambientales (estatus hidrico, nivel nitrogenado e intensidad
luminica) se desarrollaran plantas madres con diferencias morfoldgicas traduciéndose en cambios

sobre la produccion y los atributos morfo-fisioldgicos de la progenie.

Los objetivos generales consisten en:

- comprender las diferencias en el nivel de dormicién de semillas de B. arvense
provenientes de madres con ambientes contrastantes y dilucidar el control hormonal.

- Determinar cambios en las caracteristicas morfo fisiologicas de las semillas y plantulas
vinculadas a diferentes ambientes, a los fines de comprender mejor la estrategia de adaptacion al

medio.
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Los objetivos especificos consisten en:

—  Determinar diferencias en los niveles de dormicion primaria de poblaciones de
semillas provenientes de madres sometidas a dos condiciones hidricas contrastantes y
fertilizadas diferencialmente cuantificandolos mediante pardmetros térmicos.

—  Determinar cambios en la sensibilidad y/o en la produccion de acido giberélico y
abscisico bajo temperaturas sub, supra y éptimas y relacionarlo con la fertilizacion
nitrogenada a la que fueron sometidas las plantas madres.

—  Determinar diferencias en la emergencia de plantulas descendientes de plantas
crecidas bajo un gradiente de intensidad luminico, hidrico y nitrogenado para de esta
manera poder predecir lo esperado en un lote en funcion de las caracteristicas
ambientales dadas el afio anterior.

—  Cuantificar las variaciones en tamafio y namero de las semillas producidas bajo
condiciones diferenciales de luz, estado hidrico y disponibilidad nitrogenada.

—  Cuantificar variaciones morfoldgicas en las plantulas procedentes de diferentes

ambientes y relacionarlos con su habilidad competitiva.
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CAPITULO II

Efecto trans-generacional de la fertilizacion
nitrogenada y la disponibilidad hidrica en el suelo

sobre la germinabilidad de Buglossoides arvensis
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2.1 Introduccion

En las malezas el momento de emergencia es clave para asegurar su implantacion,
desarrollo y éxito reproductivo con la consiguiente continuidad en el sistema. La dormicion es un
atributo intrinseco de las semillas altamente influenciable por las condiciones ambientales
imperantes en su momento de desarrollo. EI ambiente maternal definira el ajuste (fitness) de la
progenie (Donohue & Schmitt, 1998; Gutterman, 2000; Galloway, 2005).

La evidencia proveniente de observaciones a campo y experimentos bajo condiciones
controladas muestra ciertos patrones bien definidos de emergencia. Los mismos son consecuencia
del efecto materno, es decir del ambiente experimentado por las plantas madres, tendiendo a ser
similares entre un amplio rango de especies. Una menor dormicién (i.e., mayor germinabilidad)
se asocia generalmente con altas temperaturas, dias cortos, sequia y altos niveles nitrogenados
durante el desarrollo seminal (Fenner, 1991).

Numerosos casos de estudio han evaluado el efecto de la disponibilidad hidrica al momento
de la formacion seminal sobre la germinabilidad o el nivel de dormicion resultante. Gutterman
(2000) afirma que la desecacion aumenta la germinabilidad y ensayos realizados en numerosas
especies lo confirman. Como ejemplo se puede citar a Avena fatua (Peters, 1982a; Perters, 1982b),
Datura ferox (Sanchez et al., 1981), Sinapsis arvensis (Luzuriaga et al., 2006; Wright et al.,
1999), Sorghum bicolor (Benech-Arnold et al., 1991) y Amaranthus retroflexus (Karimmojeni et
al., 2014), entre otros. En semillas de Lolium rigidum producidas bajo estrés hidrico no se
observaron diferencias en el nivel de dormicion primaria al momento de su dispersion natural.
Sin embargo, las mismas despertaron mas velozmente que semillas generadas sin limitantes
hidricas (Steadman et al., 2004). Por otro lado, en otras especies, condiciones de estrés hidrico
durante la ontogenia han generado un aumento en el nivel de dormicién primaria (Galloway,
1995).

Una elevada disponibilidad nitrogenada por parte de la planta madre genera descendencia
maés despierta (Gutterman, 2000). Numerosos trabajos en diferentes especies afirman esta cita,
entre los que se encuentran los publicados para Beta vulgaris (Inoe & Yamamoto, 1977),
Chenopodium album (Fawcett & Slife, 1978), Nicotiana tabacum (Thomas & Raper, 1979),
Senecio vulgaris (Aarssen & Burton, 1990), Arabidopsis thaliana (Alboresi et al., 2005) y A.
retroflexus (Karimmojeni et al., 2014). Sin embargo, hay excepciones a esta regla. La fertilizacién
con NOjs™ no afect6 la dormicién en Abutilon theophrasti (Fawcett & Slife, 1978) y la aplicacion
de UREA granulada en S. arvensis disminuy6 la tasa de germinacion en la progenie (Luzuriaga
et al., 2006).

La dormicidn fisioldgica es usualmente la més abundante en semillas a campo. En especies
de malezas otofio invernales, las semillas con dormicién primaria requieren de un periodo de post-
maduracion, que generalmente abarca varios meses, de almacenamiento en seco a temperatura

ambiente. La post-maduracion en las semillas se caracteriza por: (i) ampliar la ventana

Maria de las Mercedes Longas



41

germinativa, es decir, adquirir la capacidad de germinar bajo un rango mas amplio de condiciones
ambientales; (ii) modificar el balance hormonal ABA/GA vy la sensibilidad a dichas hormonas,
(iii) aumentar la sensibilidad hacia los factores que promueven la germinacién (luz, nitratos, etc.)
e (iv) incrementar la velocidad germinativa (Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006).

La temperatura posee una influencia primaria sobre la dormicion y germinacion. Afecta
tanto la capacidad para germinar regulando la dormicion como la tasa de germinacion en las
semillas despiertas (Alvarado & Bradford, 2002). El tiempo termico (i.e. expresado como la suma
de grados dias (°Cd)) provee una medida del tiempo biologico requerido para completar un
proceso dado (Trudgill et al., 2005), de esta manera, la magnitud de dicho proceso (e.g. salida de
la dormicidn) puede ser descripta por medio del calculo de parametros poblacionales especificos
(Alvarado & Bradford, 2002).

La germinabilidad en semillas de varias especies fue evaluada mediante varios enfoques de
modelizacion basados en pardmetros poblacionales. Entre los ejemplos se encuentran especies
cultivadas como Solanum tuberosum (Alvarado & Bradford, 2002) y Helianthus annuus (Bazin
et al., 2011), Brunonia australis y Calandrinia sp (Cave et al., 2011), Papaver somniferum
(Kamkar et al., 2012) y Pisum sativum. Para esta Gltima especie se analizaron las temperaturas
cardinales de varios cultivares no solo para la germinacién, sino también para otros procesos
fenoldgicos (Olivier & Annandale, 1998).

Diversos trabajos han permitido la obtencion de la temperatura base de distintas especies
de malezas, tales como Amaranthus albus, A. palmeri, Digitaria sanguinalis, Echinocloa crus-
galli, Portulaca oleracea y Setaria glauca (estivales), Hirschfeldia incana y Sonchus oleraceus
(invernales) y la facultativa Conyza canadensis (Steinmaus et al., 2000). Para otras especies
anuales estivales se describio la germinabilidad, citando como ejemplo a Amaranthus patulus
(Washitani & Takenaka, 1984), Polygonum aviculare (Batlla & Benech-Arnold, 2003) y Aesculus
hippocastanum (Steadman & Pritchard, 2003). En ambas especies se evalud la salida de la
dormicién en funcion de la temperatura de estratificacion. Entre los ejemplos estudiados de
malezas anuales invernales se encuentra Silybum marianum (Parmoon et al., 2015), donde se
ajusté un modelo bilineal para la determinacion de las temperaturas cardinales, y Buglossoides
arvensis (= Lithospermum arvense) (Chantre et al., 2009b).

Entre los casos evaluados en especies perennes se han estudiado los requerimientos
térmicos para la salida de la dormicion de Rhamnus persicifolia (Porceddu et al., 2013). En
Eurotia lanata se utilizaron los modelos de tiempo térmico con el fin de explicar la anticipada
germinacion de las semillas de mayor tamafio respecto de las mas pequefias en la estacion de
crecimiento. Los resultados arrojaron como respuesta una menor temperatura base para las
semillas mas grandes permitiéndoles acumular mayor tiempo térmico a una temperatura dada y,
de este modo, germinar antes (Wang et al., 2004). Orru et al. (2012) analizaron el comportamiento

de poblaciones de Vitis vinifera subsp. Sylvestris desarrolladas en diferentes altitudes. La
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sensibilidad a acumular unidades de tiempo termal (°Cd) aumenta con la altitud reduciendo su
requerimiento de tiempo térmico en poblaciones que se desarrollaban en zonas elevadas. Esto
permitiria una germinacion méas veloz en un ambiente donde la estacion de crecimiento se ve
potencialmente reducida. En Carex diandra se determinaron, mediante la implementacion de un
modelo de temperaturas cardinales, los cambios germinativos ante dos posibles escenarios
climaticos (Fernandez-Pascual et al., 2015).

Para el caso especifico de B. arvensis, Chantre et al. (2009b) propusieron un modelo de
post-maduracion en el cual el nivel de dormicion primaria de la poblacion se describi6 en funcién
de la acumulacion del tiempo térmico de post-maduracion. Como dichos autores indican, la tasa
de la salida de la dormicion en B. arvensis se encuentra positivamente correlacionada con la
temperatura de almacenamiento. Al aumentar la temperatura de post-maduracion se anticipa el
ensanchamiento del rango termal permisivo para la germinacion.

Segln un estudio realizado por Bischoff & Mahn (2000) basado en la regeneracion de
comunidades de malezas luego de cesar la fertilizacion en campos arables de la region central
alemana de Chernozem, la aparicién de B. arvensis se asociaba a suelos con baja disponibilidad
nitrogenada. A pesar de este hecho, la produccion de biomasa y de semillas de B. arvensis tiende
a incrementarse en parcelas enriquecidas con nitrégeno en experimentos de larga duracién a
campo (Bischoff & Mahn, 2000).

En la region semiérida templada argentina, especificamente en el sudoeste bonaerense, la
intensificacion de los sistemas agricolas ha dado lugar a un incremento significativo a la
aplicacion de insumos, como los fertilizantes nitrogenados. El potencial impacto de la aplicacion
de nitrégeno sobre la dinamica demografica de B. arvensis es un factor de interés para definir
acciones adecuadas de control. Por lo tanto, se hace necesario generar informacion que pueda
ayudar a desarrollar mejores estrategias de manejo de malezas.

Con el objetivo de entender la respuesta de las comunidades vegetales a las aplicaciones
diferenciales de nitrogeno, es necesario profundizar nuestro conocimiento sobre la habilidad de
las diferentes poblaciones al utilizar distintos niveles de fertilizacion nitrogenada (Mahn, 1988).
Tales investigaciones ayudarian a dilucidar las interrelaciones entre los efectos directos e
indirectos de los cambios en las fertilizaciones de nitrégeno a largo plazo en el campo.

El estudio de la germinabilidad de las malezas presentes en la zona es de vital interés para
poder predecir el comportamiento en el siguiente afio y asi planificar un éptimo control. Basados
en las hipdtesis de que tanto la disponibilidad hidrica como la fertilizacion nitrogenada de las
plantas madres de B. arvensis influencian el nivel de germinabilidad de la progenie, el objetivo
del presente capitulo se basé en determinar el efecto de dos situaciones hidricas contrastantes y
tres niveles diferenciales de fertilidad nitrogenada sobre la germinabilidad de la progenie. Se

utilizé el modelo propuesto por Chantre et al. (2009b) para estimar los parametros térmicos
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poblacionales en funcion de las condiciones hidricas y nitrogenadas experimentadas por las

plantas madre.

2.2 Materiales y métodos
Se realizaron dos experimentos en paralelo:

- Experimento I: evaluacion del efecto de la disponibilidad hidrica en el ambiente materno.

El ensayo se realizd solo un afio y luego se analizé el curso de la germinacion de la descendencia
determinando los parametros de tiempo térmico al cabo de cuatro fechas de post-maduracién (78,
136, 271y 359 dias).

- Experimento 11: evaluacion del efecto de la disponibilidad nitrogenada en el ambiente materno.
Se evaluaron los efectos maternos sobre dos generaciones sucesivas de semillas (F1 y F2),
considerando la presidn de seleccion del factor ambiental manipulado. Los parametros del modelo
térmico se calcularon sobre semillas parcialmente dormidas y totalmente despiertas (90 y 380 dias

de post-maduracién en cada caso).
2.2.1 Material vegetal

Las semillas utilizadas para la produccion de las plantas madres fueron recolectadas de
lotes de avena (Avena sativa L.) presentes en la Estacion Experimental del INTA-Bordenave
(37°50°55”S, 63°01'20”W), Buenos Aires, Argentina. La cosecha se realizd manualmente en
diciembre de 2010 y 2012. Las semillas obtenidas fueron, en ambos casos, almacenadas en seco
en bolsas de papel a temperatura ambiente (20 + 5 °C) durante 180 dias, hasta que se iniciaron los

ensayos a campo.
2.2.2 Generacion de plantas madres

Los ensayos a campo se establecieron en el predio experimental del CERZOS. En todos los

casos se coloco rastrojo luego de la siembra para evitar la evaporacion del suelo.

- Experimento I:

Las semillas fueron sembradas en unidades experimentales (UE) de 1 m? delimitadas por
una estructura de metal cubierta con polietileno a fin de evitar el ingreso de agua de lluvia (ver
capitulo 1V). La densidad final 45 DPS (Dias Post Siembra) = 90 plantas m™.

Se instalé un sistema de riego por goteo a fin de lograr distintos niveles hidricos. Se siguid
un modelo completamente aleatorizado con dos niveles de irrigacion (H(0): baja frecuencia y
H(+): alta frecuencia) y cuatro repeticiones (N = 8).

El riego diferencial se proporciond desde el estado de roseta (cuatro pares de hojas
verdaderas) (Figura 2.1). Los tratamientos de baja (H(0)) y alta (H(+)) frecuencia de irrigacion

consistieron en abastecer con una pelicula de 15 mm de agua dos veces a la semana o diariamente,
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respectivamente. El tratamiento H(0) representd una condicion de estrés para las plantas madres,
mientras que en el régimen H(+) no hubieron restricciones hidricas.

A la madurez, previo a sudispersion natural, las semillas fueron cosechadas de las plantas
madres y almacenadas en seco bajo condiciones de laboratorio (22 + 2 °C) hasta el inicio de los

test de germinacion.

P

e

Figura 2.1 Diferencias en el crecimiento de B. arvensis debido a diferentes regimenes hidricos.

a. sintomas de marchitez, especialmente en la parte apical. b. Plantas entrando en floracién con

baja disponibilidad hidrica. c. Plantas en floracion con alta disponibilidad hidrica.
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- Experimento II:
Los experimentos a campo fueron realizados durante 2011 y 2012 con el objetivo de

cuantificar el efecto de la fertilizacion nitrogenada sobre la germinabilidad de la progenie (F1 y
F», respectivamente).

En ambos afios, los tratamientos maternales consistieron en tres niveles de disponibilidad
nitrogenada generados mediante la fertilizacion con UREA granulada (46% N) (0 kg N ha™: N;
75 kg N ha': N(+) y 150 kg N ha®: N(++)). La misma se proporcioné manualmente de manera
particionada cuando las plantas madres se encontraban en estado vegetativo (4-8 pares de hojas)
y en floracion.

Cada unidad experimental abarcaba un area de 1 m? donde se sembraron las semillas de B.
arvensis a dos cm de profundidad (Figura 2.2). Un stand promedio de 90 plantas m se logré al
cabo de 45 DPS.

Un sistema de riego por goteo proporciond agua adicional solo en caso de que fuese
necesario para evitar condiciones de extrema sequia. Las UE fueron desmalezadas a mano
semanalmente. Se siguié un disefio completamente aleatorizado con ocho réplicas (N = 24).

Al momento de la primera cosecha (enero, 2012), las semillas de la F1 se recolectaron en
tres grupos principales correspondientes a cada uno de los niveles de fertilizacién nitrogenada
proporcionada a las madres (Figura 2.2). A su vez, cada grupo fue sub-dividido en dos sub-grupos
con el objetivo de: (i) realizar test germinativos luego de 90 y 380 dias de almacenaje en seco en
camara de crecimiento a 22 °C (+ 1 °C) (ver seccion de test germinativos); (ii) generar plantas
madres para obtener la siguiente generacion de semillas (F2).

Las semillas de F, fueron cosechadas en enero del 2013 y sometidos a los mismos tiempos

de post-maduracién descriptas para F.

arvensis. a. Preparacion de las unidades experimentales con aplicacion del rastrojo para evitar la

pérdida de humedad por evaporacion; b. Plantas en floracion recibiendo la segunda dosis de
UREA granulada.
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2.2.3 Test germinativos

Los test de germinacion se llevaron a cabo sobre una plancha de aluminio de gradiente
térmico (Chatterton & Kadish, 1969) a seis temperaturas constantes (5, 8, 12, 16, 20, 23 °C) por
21 dias. Se utiliz6 un disefio completamente aleatorizado con cuatro repeticiones por efecto
materno (N(0), N(+) y N(++)/ H(0) y H(+)) y 30 semillas por repeticion. La viabilidad de las
semillas no germinadas se evalu6 mediante crush test (Borza et al., 2007).

En el experimento I, los test se realizaron en cuatro momentos al cabo de 78, 136, 271y
359 dias de post-maduracion. (Figura 2.3). En ambos afios del experimento II, las evaluaciones

germinativas se realizaron a los 90 (semillas parcialmente dormidas: PD) y 380 dias (semillas no-

dormidas: ND) de almacenamiento en seco bajo condiciones controladas de laboratorio (22 + 2
°C).

Figura 2.3 Ensayos germinativos en la plancha de gradiente térmico de dos generaciones
sucesivas de Buglossoides arvensis. a. Ensayo realizado con las semillas cosechadas en enero del
2012, siguiendo un disefio completamente aleatorizado. b. Detalle de los separadores de acrilico
gue no permitia que se mezclen las repeticiones de 30 semillas. ¢. Ensayo realizado con las
semillas cosechadas en enero del 2013, siguiendo un disefio completamente aleatorizado. d.

Detalle de las divisiones utilizadas para separar los grupos de semillas.
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2.2.4 Estimacion de los parametros térmicos poblacionales

Se utilizé el modelo de tiempo-térmico propuesto por Chantre et al. (2009b) para evaluar
el comportamiento germinativo de la descendencia de madres sometidas a diferentes ambientes
(ANEXO 1). Para cada repeticion se ajusto el modelo asumiendo una distribucion normal tanto
para la temperatura base (T,) como para la temperatura maxima (Tm) dentro de cada poblacion de
semillas. Los pardmetros de tiempo térmico sub- (61) y supra-6ptimo (6) fueron considerados

constantes entre las fracciones seminales (g).

051 = (T — Trg) tg [1]

Og2 = (ng —T) tg [2]

Donde T es la temperatura de incubacion y tq es el tiempo de germinacion de una fraccion dada
de semillas g. Se asumié una temperatura 6ptima de 15 °C para definir ambos rangos termales
(Chantre et al., 2009Db).

Las proporciones de semillas germinadas para el rango térmico sub-6ptimo [3] y supra-

Optimo [4] fueron calculadas con las siguientes formulas:

P(Tog)) = @ [(%%7:19(50))] [3]
(i) =1 [0 (Lm0 g

Donde p es la proporcién de semillas germinadas a una determinada temperatura (T) de la fraccién
g de las semillas de la poblacion, @ es la integral de la probabilidad normal; Tuso) Y o7b Son la
media y el desvio estandar de la distribucién normal de la temperatura base respectivamente. En
[4] Tmeo) Y oTm son la media y la distribucion estdndar de la distribucion normal de la temepratura
méaxima. Los parametros termales optimos fueron obtenidos mediante el método de ajuste de
curvas no lineal de minimos cuadrados utilizando el algoritmo de optimizaciéon Levenberg-

Marquardt (Excel Solver; Frontline Systems, Inc.).

2.2.5 Andlisis estadisticos

La germinabilidad de las semillas fue medida mediante la estimacion de los parametros
térmicos poblacionales como se describe arriba y analizada mediante ANAVA seguido por test
de Tukey (a=5%).

- Experimento |: La interaccion del efecto de la disponibilidad hidrica en el ambiente materno con
las fechas de post-maduracion sobre las semillas de B. arvensis fue evaluado mediante un
ANAVA doble seguido por test de Tukey.
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- Experimento I1: Para analizar el efecto conjunto del nivel de fertilizacién maternal (0, 75y 150
Kg N ha™), el tiempo de post-maduracion y el afio de produccion (F1y F») sobre las semillas de
B. arvensis, se llevé a cabo un ANAVA triple seguido por test de Tukey.

2.3 Resultados

- Experimento I:

Los valores de las medias estimadas de la temperatura méxima de germinacion (Tmso))
mostraron diferencias altamente significativas entre los periodos de post-maduracion en ambos
regimenes hidricos proporcionados a las plantas madres (p<0,0001) (Figura 2.1A). A su vez, se
manifestaron diferencias en los valores de Tmso) entre los regimenes hidricos, siendo mayores para
la condicion de estrés (H(0)) en comparacién a H(+) a lo largo del proceso de post-maduracion

(Figura 2.1B).

27 - - 78 dias
A. ) 136 dias
b B 271 dias
24 i b b - 359 dias
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Figura 2.4 Valores de las estimaciones medias de la temperatura maxima de germinacion Tm(so)

luego de 78, 136, 271 y 359 dias de post-maduracion para semillas de Buglossoides arvensis
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cosechadas al momento de la dispersion natural de plantas madres sometidas a dos regimenes
hidricos contrastantes (Tabla 1). A. Valores medios en cada momento evaluado. B. Norma de

reaccion de la temperatura media maxima.

Para ambos regimenes hidricos, una mayor tasa de incremento en la Twso) fue registrada
hasta los 3808 °Cd de post-maduracion, mientras que dicha tasa se redujo a partir de dicho punto
de inflexion (Figura 2.1B).

Tabla 2.1 Regresiones lineales entre los pardmetros termales poblacionales: i) temperatura media
méaxima de germinacion (Tmeo), 1) tiempo térmico sub-Optimo (61) y tiempo térmico de post-
maduracion (fase |: 2184 — 3808 °Cd; fase II: 3808 — 10052 °Cd) para semillas de B. arvensis
recolectadas de plantas madres sujetas a dos regimenes hidricos contrastantes (H(0): baja

irrigacién, H(+): alta irrigacion).

Parametros térmicos en cada periodo de post-maduracién

Pardmetro  REJIMeEN 2184-3808 °Cd 3808-10052 °Cd
hidrico (fase I) P (fase I1)
H(0) Y= 13,15+0,002608x Y= 22,62+0,0001204x
Tm(s0) 0,181 0,2638
H(+) Y= 12,10+0,001729x Y= 17,31+0,0003589x
H(0 _ -~ Y= 78,16-0,006654x
0. (0) Y= 312,7-0,006825x 02186 01614
H(+) Y= 400,1-0,008961x Y= 79,58-0,005442x

El tiempo térmico sub-éptimo requerido para germinar mostré interaccion entre los
regimenes hidricos y las fechas de post-maduracion (p<0,05). Al igual que la temperatura
méaxima, 6; fue variando a lo largo del tiempo de almacenaje encontrandose diferencias entre la
progenie proveniente de diferentes regimenes hidricos maternos solo en las dos ultimas fechas
evaluadas (Figura 2.2A). En ambos casos, la cantidad de °Cd requeridos para germinar fué menor
en H(0). El comportamiento en el tiempo fue analogo a Tmso) manifestando un punto de inflexion
a los 3808 °Cd (Figura 2.5B).

No se observaron diferencias estadisticas entre los regimenes de irrigacién para las
pendientes de las funciones ajustada para cada una de las fases de post-maduracion (2184 — 3808
°Cd y 3808 — 10052 °Cd) (Tabla 2.1).

Maria de las Mercedes Longas



50

250 - a ) 78 dias B
A. D 3 78 dias B*
a ) 136 dias H-
200 . m 136 dias H-
D B 271 dias B
— BBl 271 dias H*
5 150 B 359 dias B
S B 359 dias H-
S
a
= a
c € a . P
50 = B
B A
0
250 B =& - Baja irrigacién
) —4- Alta irrigacion
200 =
= 150 -
O
o
S
< 100 =
50 -
0

0 Zl}rl}l} 40100 6|]lI]l] 8[:00 ll}ll}l}l} 12:}00

°C dia
Figura 2.5 Valores de las estimaciones medias del tiempo térmico sub-6ptimo luego de 78, 136,
271 y 359 dias de post-maduracion para semillas de Buglossoides arvensis cosechadas al
momento de la dispersion natural de plantas madres sometidas a dos regimenes hidricos
contrastantes. Columnas con letras iguales no manifiestan diferencias estadisticas segun el test de
Tukey (0=5%). Las letras mayusculas indican diferencias entre los tratamientos considerando

todas las fechas y las minusculas entre los regimenes hidricos en cada fecha.

- Experimento 11:

Las temperaturas diarias maximas, minimas y promedio del aire desde el inicio de la
formacidn de la semilla en el campo hasta que las mismas fueron cosechadas se presentan para
2012 y 2013 (Figura 2.6). Los valores medios registrados de la temperatura del aire durante la
formacién seminal y los del periodo de post-maduracion sobre la planta madre fueron, en
promedio, 0,3y 8,2 °Cd més altos en el periodo 2011-2012 respecto de 2012-2013 (Figura 2.6).

Los parametros térmicos poblacionales estimados para ambas generaciones (F1 y F»)

sujetas a niveles crecientes de fertilizacién nitrogenada se presentan en la Tabla 2.2.
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Figura 2.6 Temperaturas diarias del aire maximas (--), medias (—) y minimas ( © - ) en el campo

durante la formacién de la semilla (SF) (del 10 de noviembre al 25 de diciembre) y durante el
post-maduracién sobre la planta madre (ARMP) (del 25 de diciembre hasta el 5 de enero) para
las temporadas (A) 2011-2012 y (B) 2012-2013.

En ambas progenies, la temperatura media maxima de germinacion (Tmeso) Y el tiempo
térmico de germinacion requerido bajo las temperaturas sub-optimas (61) fueron influenciados
por el tiempo de post-maduracion y los niveles de fertilizacion nitrogenada aplicados a las plantas
madres (Tabla 1). Contrariamente, el resto de los parametros térmicos poblacionales (i.e. Tyso),
Ty, 02y oTc) no fueron influenciados ni por el efecto materno ni por el periodo de post-
maduracion (p>0,10).

Como se observa en la tabla 2.2, los valores de Tiso) fueron fuertemente influenciados por
el nivel de nitrégeno aplicado a las plantas madres y por el periodo de post-maduracion (p<0,01).
Como se indica en la tabla 2.2, mayores valores de Tmso) Se obtuvieron al incrementar la dosis de

nitrégeno.

Tabla 2.2 Parametros termales estimados para dos generaciones sucesivas de semillas de
Buglossoides arvensis (F1 y F2) provenientes de plantas madres sujetas a diferentes niveles
crecientes de fertilizacion nitrogenada (Control, 75 kg N ha™*: N(+) y 150 kg N ha®: N(++)). Las
semillas correspondientes a la primera y a la segunda generacion (F1 y F») fueron cosechadas el 5
de enero del 2012 y 2013 respectivamente para luego ser incubadas a 5, 8, 12, 16, 20 y 23 °C
luego de 90 y 380 dias de almacenaje. Los parametros fueron obtenidos segin Chantre et al.
(2009b) simulando las curvas de germinacion en el tiempo y asumiendo una distribucion normal

tanto de T, como de Tr, en la poblacién seminal.
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Diasde Thyso) (2

Tim(s0)

0,

maternal alm.  (°C) (°C.dia) °® RMSE ony (oc gigy om RMSE

F1(2011-2012)

Control 0 76 724 443 71 187 127 337 132
Control 380 7.6 384 487 87 224 281 90 96
N(+) 0 70 569 450 179 203 224 539 103
N(+) 380 76 256 331 78 219 25 70 135
N(++) 00 49 591 343 123 213 291 511 254
N(++) 380 61 509 413 120 250 29 70 102
F»(2012-2013)

Control 0 76 1398 438 49 187 283 38 118
Control 380 49 196 10 247 224 229 403 129
N(+) 00 76 1911 541 39 186 337 447 118
N(+) 380 49 205 111 191 240 261 408 136
N(++) 90 7,6 160,0 4,24 53 19,1 215 2,70 23,1
N(++) 380 49 170 10 200 260 275 560 122

Tabla 2.3 ANOVA triple para la temperatura media maxima de germinacion (Tmeso) Y €l tiempo

térmico sub-6ptimo para germinar (1) evaluados segun la generacion (F1 o F»), el tiempo de

almacenaje en seco, post-maduracion (PD: parcialmente dormidas o ND: no dormidas) y el nivel

de fertilizacion nitrogenada materno (0, 75 0 150 Kg N ha™).

de\[/)?eﬂgikzzlr?te Fuente de variacion SC gl CM F p

Tms0)
Generacion (G) 16,46 1 16,46 6,5 0,0152
Tiempo de post-maduracion (TA) 290,23 1 290,23 114,63 <0,0001
Nivel de nitrégeno maternal (N) 51,74 2 25,87 10,22 0,0003
G*TA 0,57 1 0,57 0,22 0,6392
G*N 5,47 2 2,73 1,08 0,3505
TA*N 5,13 2 2,56 1,01 0,3732
G*TA*N 1,82 2 091 0,36 0,6994

01
Generacién (G) 0,28 1 0,28 21,62  <0,0001
Tiempo de post-maduracién (TA) 2,24 1 2,24 173,79 <0,0001
Nivel de nitrégeno maternal (N) 6,303 2 1,89 0,14 0,8701
G*TA 0,71 1 0,71 55,35  <0,0001
G*N 0,17 2 0,09 6,7 0,0034
TA*N 0,07 2 0,03 2,6 0,0881
G*TA*N 0,02 2 0,02 1,66 0,2047
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Figura 2.7 Temperatura media maxima de germinacion (Tmso)) medias de ambas generaciones
obtenidas para: (A) los diferentes niveles de fertilizacion nitrogenada maternales; y (B) ambos
periodos de almacenamiento en condiciones de laboratorio: PD, parcialmente dormidas (post-
maduracion parcial) y ND, no dormidas (post-maduracién completo). Barras con la misma letra
no son diferentes estadisticamente para un p=0,05 segun el test de Tukey.

A medida que transcurre la post-maduracion, los valores de Tmso) de la progenie aumentan
(Figura 2.7B) independientemente del nivel de fertilizacion nitrogenada de las madres. Se
observan diferencias en Tmso) entre las generaciones de semillas de 0,2 °C en promedio (Tabla
2.1) para los diferentes periodos de post-maduracién y niveles de fertilizacion.

Una interaccion de primer orden entre progenie * tiempo de post-maduracion (p<0,0001)
fue registrado para el tiempo térmico de germinacion en las temperaturas sub-éptimas (6:; Tabla
2.2). A medida que progresa el tiempo de post-maduracion, menores valores de 6 fueron
obtenidos para ambas progenies de semillas, con los mayores requerimientos de tiempo térmico
asociados a las semillas de post-maduracién parcial de la F, (Figura 2.8A; Tablal). Aunque la
interaccién progenie * nivel nitrogenado maternal fue estadisticamente significativa (Figura
2.8B; Tabla 2.2), no se observé influencia significativa respecto al ambiente nitrogenado
(p=0,87). De esta manera, diferencias en los valores 6, pueden ser atribuidas solamente a

diferentes requerimientos de tiempo térmico entre las progenies (Figura 2.8B).
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Figura 2.8 Requerimientos de tiempo térmico sub-6ptimo de germinacion (6:) para la primera 'y
la segunda generacion (F2): (A) en semillas parcialmente dormidas (PD) (90 dias de post-
maduracion) y no dormidas (ND) (380 dias de post-maduracion) y (B) para diferentes niveles de
fertilizacién nitrogenada maternales. Barras con la misma letra no son diferentes estadisticamente
para un p=0,05 segun el test de Tukey. Las letras mayusculas indican diferencias entre progenies

de semillas (B) y las minusculas entre los tratamientos evaluados (A 'y B).

2.4 Discusion

Mediante la implementacion de modelos poblacionales se lograron cuantificar los efectos
maternales de niveles hidricos y nitrogenados diferenciales sobre la germinabilidad de la
descendencia de B. arvensis, en funcion del tiempo de almacenaje en seco.

Los resultados indican que, en condiciones de campo, tanto la fertilizacion nitrogenada
como el estrés hidrico, incrementan la germinabilidad en la progenie. En ambos casos se

promueve el incremento del rango térmico permisivo para germinar mediante un incremento de
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la temperatura media maxima (Tmeso)) (Figura 2.4 y 2.7A). A la vez, mayores valores de Tmso),
fueron obtenidos a lo largo del proceso de post-maduracién bajo las condiciones de
almacenamiento (Figura 2.4B y 2.7B).

Estos resultados coinciden con los obtenidos por Chantre et al. (2009b) quienes observaron
que las semillas de B. arvensis eran capaces de germinar a temperaturas mayores de incubacion
tras la acumulacion de tiempo térmico de post-maduracion. Paralelamente, los resultados de
ambos experimentos permitieron corroborar los cambios en los requerimientos de 6; en funcion
del tiempo de post-maduracion previamente descriptos por Chantre et al. (2009a).

El nivel de disponibilidad hidrica influyo el requerimiento térmico cuando las semillas ya
se encontraban parcial o totalmente despiertas. En el experimento I, y como se observa en la
figura 2.5B, los niveles maternales de fertilizacion nitrogenada no influyeron sobre los
requerimientos de tiempo térmico en F; y F2. Sin embargo, 6: fue claramente mas alto en la F;
comparado con la F;1 (Figura 2.5B) principalmente debido a la post-maduracion parcial de las
semillas de F», las que mostraron los requerimientos de tiempo térmico mas elevados (Figura
2.5A). Aungue una mayor germinabilidad en la progenie F, (i.e. menor demandas de tiempo
térmico sub-6ptimo; mayores valores de Tmso)) podria ser esperada debido a la mayor presion de
fertilizacién respecto de la F4, otras variables ambientales, como ser la temperatura ambiente en
el campo, pudieron haber influenciado los valores obtenidos. Como se observa en la Figura 2.6,
las semillas de la Fi experimentaron un periodo de post-maduracién en la planta madre
caracterizado por una mayor temperatura media y maxima del aire comparado con las
experimentadas por la F al siguiente afio (la temperatura media del aire fue 8,2 °Cd mas elevada
en el periodo 2011-2012 comparado con el 2012-2013). De esta manera, las semillas de la F1
pudieron haber acumulado mas tiempo térmico que las semillas de la F; previo a ser cosechadas.
Otras especies anuales, como ser A. thaliana, también mostraron un incremento en la
germinabilidad cuando las semillas experimentaban mayores temperaturas en los periodos tanto
previos como posteriores a ser dispersadas (Schmuths et al., 2006).

Se ha confirmado la hipotesis de que tanto la disponibilidad hidrica en el suelo como la
fertilizacién nitrogenada de la planta madre en B. arvensis, influencian la germinabilidad de cada
progenie. Por un lado, el estrés hidrico sufrido por las plantas madres durante el desarrollo seminal
en B. arvensis genera una reduccion en el nivel de dormicion primaria de la progenie. Resultados
similares fueron obtenidos en otras especies (Peters, 1982a; Perters, 1982b; Luzuriaga et al., 2006;
Wright et al., 1999; Benech-Arnold et al., 1991; Karimmojeni et al., 2014). Por otro lado, la
fertilizacion nitrogenada como efecto materno ambiental incrementd la germinabilidad en
semillas de B. arvensis, al igual que en semillas de otras malezas (Gutterman, 2000; Fawcett &
Slife, 1978; Alboresi et al., 2005), siendo excepcion Sinapsis arvensis (Luzuriaga et al. 2006).

Cambios en las propiedades del tejido maternal que rodea la semilla o modificaciones en

compuestos celulares como hormonas, patrones proteicos 0 ARN mensajero pueden encontrarse
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asociados al cambio de estado de semilla en desarrollo a semilla en fase germinativa (Gutterman,
2000).

La respuesta germinativa de la progenie de B. arvensis asociada al ambiente hidrico y
nitrogenado de la planta madre provee algunas claves para entender el comportamiento ecoldgico
adaptativo de esta especie bajo ambientes semiaridos. Basandose en estos resultados, se podria
esperar que, ante un incremento significativo de aplicacion de fertilizantes nitrogenados debido a
la intensificacidn de la agricultura extensiva de las areas agricolas de la zona semiarida templada
del sudoeste bonaerense, se incremente la probabilidad de ocurrencia de flujos de emergencia
muy tempranos de B. arvensis a fines del verano, luego del momento de la dispersion natural de
las semillas. De esta manera, la fertilizacion con nitrégeno en cultivos de cereales, cuando los
mismos se encuentran en avanzado estado de desarrollo, podria generar que las malezas que
crecen junto a ellos generen descendencia con mayor germinabilidad en comparacion a lotes sin
fertilizar. En la region semidrida de estudio (region de Bordenave), los valores de la temperatura
media historica finalizando el verano se encuentra en un promedio de 18,8 +/- 1,5 °C (March:
1960-2015; http://inta.gob.ar/documentos/informacion agrometeorologica-1). En promedio, los
valores medios de la temperatura maxima de germinacion en ambas progenies de las plantas
madres fertilizadas alcanz6 19,8 °C luego de 90 dias de almacenamiento en seco. De esta manera,
se podria esperar que B. arvensis pueda generar, no solo la tipica cohorte otofial y de primavera
temprana, sino también una cohorte mas temprana durante la finalizacion del verano, muy pronto
luego de la dispersion de semillas si se dan precipitaciones adecuadas para la emergencia y
establecimiento de las pléantulas.

Desde la perspectiva de control de malezas, la ocurrencia de una cohorte temprana asociada
a las practicas de fertilizacidn nitrogenada, principalmente en los sistemas de labranza cero, podria
demandar un redisefio de las tacticas de control en orden de reducir los impactos econémicos y
ambientales de la intervencién con herbicidas. Intervenciones tempranas (i.e. antes de la
emergencia del cultivo) podrian incrementar los costos operativos y también generar una mayor
presién de seleccion sobre los biotipos resistentes de malezas. De hecho, en el 2009 se detectaron
biotipos resistentes de B. arvensis a tribenuron-metil fueron en campos en China (Heap, 2016).
Este es un asunto preocupante debido a la alta dependencia de los herbicidas inhibidores de la
ALS para el control eficaz de B. arvensis y la posibilidad de que se produzca resistencia cruzada
con otros miembros del grupo de herbicidas B/2 (inhibidores de la ALS) (e.i. metsulfuron e
iodosulfuron-metil).

El desarrollo de modelos cuantitativos que predigan el cambio de la dormicion y
germinacion de las poblaciones de semillas de malezas, pueden ser un importante método para
incrementar el entendimiento del sistema, pudiendo ser utilizados pata mejorar las estrategias de
control de malezas (Batlla & Benech-Arnold, 2003). Hasta donde sabemos, los modelos

matematicos no han sido utilizados previamente para analizar el efecto de la fertilizacion

Maria de las Mercedes Longas



57

nitrogenada como factor maternal en la germinabilidad de semillas. La importancia de considerar
los efectos maternos en el desarrollo de modelos poblacionales podria permitir la cuantificacion
del comportamiento germinativo de la poblacion de semillas para predecir de mejor manera los
cambios en la germinabilidad seminal asociados al estado de dormicion de la especie de maleza
y sus implicancias ecoldgicas. Desde una perspectiva de manejo de malezas, la informacion
provista por tales modelos podria ayudar a disefiar mejores herramientas de intervenciéon y mas
precisas, como los modelos predictivos de emergencia de malezas (Chantre et al., 2010; Blanco
etal., 2014) y los modelos de planeamiento operacional para el momento 6ptimo de intervencion
(Lodovichi et al., 2013).

Como se menciond previamente, no se observé evidencia de presion por parte de la
fertilizacién nitrogenada entre progenies. Evidentemente, la variacion de temperatura
experimentada por las semillas durante su formacion y post-maduracién sobre la planta madre,
pudo haber enmascarado un potencial efecto acumulativo por parte del nitrégeno sobre la
germinabilidad de la progenie F». Estudios adicionales bajo condiciones ambientales controladas
deberian llevarse a cabo durante varias generaciones sucesivas para evaluar la presion del estrés

hidrico y de la fertilizacién nitrogenada sobre la germinabilidad de las semillas de B. arvensis.
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CAPITULO I

Efecto del nivel nitrogenado materno sobre la
respuesta hormonal y la germinabilidad de

Buglossoides arvensis
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3.1 Introduccion

El balance entre el &cido abscisico (ABA) y las giberelinas activas (GASs) ejerce un rol clave
en la dormicion fisiologica, siendo el pico endégeno de ABA que tiene lugar durante la
embriogénesis, el determinante del nivel de dormicion post-cosecha (Le Page-Degivry et al.,
1990; Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006). En funcidén de dicho pico, serdn necesarias
diferentes cantidades de GA para estimular la germinacion. La cantidad relativa de estas
hormonas en el momento de la imbibicion determinara el pasaje a la fase 111, culminado en el
proceso germinativo (ver seccion 1.2.1.3). Dichos niveles estan sujetos a regulaciones donde
interactlan los factores ambientales imperantes durante la formacion de las semillas que por
diferentes vias influyen en su anabolismo y catabolismo.

La cantidad de ABA presente durante la imbibicidn es el principal condicionante para la
germinacion, la cual se veria impedida si la hormona llega a cierto umbral inhibitorio. Su
acumulacion depende tanto de la tasa de biosintesis como de su desactivacion, catabolismo o
conjugacion (Jacobsen et al., 2002). En semillas despiertas de Helianthus annuus el nivel de ABA
decrece aumentando el nivel de ABA conjugado como éster de glucosa (ABA-GE) durante la
imbibicidn previo a la germinacién (Andrade et al., 2009). En Hordeum vulgare paralelo a la
reduccion de la concentracién de ABA se produce un incremento de su metabolito, el acido
faseico (Jacobsen et al., 2002). La aplicacion exdgena de ABA retrasa, e incluso llega a impedir
la germinacion, hecho observado en H. vulgare (Jacobsen et al., 2002), Arabidopsis thaliana
(Garciarrubio et al., 1997) y Sinapis alba (Schopfer et al., 1979), entre otras especies. En
Nicotiana tabacum L. la imbibicidn de las semillas en ABA retarda la germinacién demorando la
ruptura de las cubiertas seminales (Leubner-Metzger et al., 1996). Contrariamente, la aplicacion
exogena de GA; en cebada y lechuga estimula la germinacion debido a la induccidn de la sintesis
de enzimas hidroliticas y/o al estimulo directo del potencial de crecimiento del embrién (Jacobsen
et al., 2002; Vidaver & Hsiao, 1974) (Figura 3.1). Estudios realizados por Ogawa et al. (2003)
revelan que el nivel de GAs se incrementa antes de la emergencia de la radicula en respuesta a la
aplicacion exdgena de GAs. En Lycopersicon esculentum la principal accion de las GAs se vincula
con el ablandamiento de las células endospermaticas del area micropilar (Groot & Karssen, 1987).
Debeaujon & Koornneef (2000) trabajando con Arabidopsis observaron que la remocién
mecanica de las cubiertas seminales suplia los requerimientos de GAs asociados al ablandamiento
de la testa. En cebada (Hordeum distichum L. cvs Triumph and Kristina) se comprobé la sintesis
de a-amilasa mediada por las GAs. Las capas aisladas de aleurona respondieron al agregado de
GAs secretando a-amilasa siempre y cuando las semillas estuviesen despiertas (Schuurin, et al.,
1992). En Nicotiana plumaginifolia (Grappin et al., 2000) y Lactuca sativa (Gonai et al., 2004)
se observd que el agregado de GA; inhibia la acumulacion de ABA en semillas dormidas
sugiriendo un rol activo de dicha hormona en el control de este proceso. Sin embargo, en semillas

embebidas de A. fatua tanto despiertas como dormidas se observaron similares niveles de GA

Maria de las Mercedes Longas



60

(Metzger, 1983) disminuyendo a una tasa menor en las semillas despiertas durante la imbibicion.
Este hecho mostr6 independencia de los porcentajes germinativos de las semillas y se lo atribuye
a un incremento en la capacidad de biosintesis de dicha hormona. A su vez, se indujo la
germinacion con GAs exdgenas, lo cual podria asociarse a una estimulacion de otros procesos
relacionados con la germinacion (Metzger, 1983). Sin embargo, este comportamiento no es
universal, pudiéndose citar, dentro de las especies con escasa respuesta a las GAs, A. thaliana
(Ali-Rachedi et al., 2004). En esta especie se observo que la sintesis de GA es requerida durante
las primeras 24 horas de imbibicion. Luego de dicho lapso de tiempo otras sefiales son necesarias
para activar los genes vinculados a los estadios mas avanzados de la germinacion (Nambara et
al., 1991).

En B. arvensis la dormicién se supera luego de un periodo de post-maduracién en seco.
Comparaciones del nivel de ABA en semillas de N. plumaginifolia recién cosechadas respecto de
semillas almacenadas en seco revelaron una reduccién del nivel de dicha hormona sugiriendo su
degradacion o inhibicion en su sintesis (Grappin et al., 2000). Este fenémeno fue citado en H.
annuus por Bianco et al. (1994) y en Taxus mairei por Chien et al. (1998). Sin embargo, en
algunas especies como H. vulgare (Jacobsen et al., 2002) o A. thaliana (Ali-Rachedi et al., 2004)
no se han encontrado diferencias en el contenido endégeno de ABA entre semillas dormidas y
semillas sometidas a post-maduracion. Por el contrario, se han manifestado diferencias en el nivel
hormonal durante la imbibicion, por ejemplo, en semillas despiertas de A. thaliana el nivel de
ABA disminuyo 3:1 en comparacion con semillas dormidas (Ali-Rachedi et al., 2004).
Paralelamente, se ha observado una reduccion en la sensibilidad del embrién al ABA por efecto
de la post-maduracion. Por ejemplo, en N. plumaginifolia semillas dormidas mostraron cuatro
veces mayor sensibilidad al ABA que las despiertas (Grappin et al., 2000).

La sensibilidad a GAs también varia durante el periodo de post-maduracion. En H.
distichum la sensibilidad de las capas de aleurona al GA3; aumenta, al igual que los porcentajes de
germinacion, luego de un afio de almacenamiento (Schuurin et al., 1992). En A. fatua la
sensibilidad de los protoplastos de la aleurona hacia el GAs es influenciada por la temperatura de
almacenamiento, observandose un incremento de la sensibilidad con la temperatura y una mayor
produccion de a-amilasa (Hooley, 1992). Luego de ser sometidas a una post-maduracion, las
semillas de A. fatua manifestaron una mayor capacidad para producir GAs (Metzger, 1983; Taylor
& Simpson, 1980). En H. vulgare, Jacobsen et al., (2002) no observaron variaciones en el nivel
de GAs ni en el de sus precursores entre semillas dormidas y despiertas sugiriendo que la cantidad
de esta hormona (o de sus precursores) por si sola no determinaria la incapacidad para germinar
de las semillas de esta especie. Sin embargo, en semillas que han sido post-maduradas, al ser
hidratadas y luego de un descenso en la cantidad de ABA, se registra un incremento de GAS

sugiriendo su necesidad para el crecimiento del embrién en germinacion (Jacobsen et al., 2002).
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La fluridona (FLU) (1-methyl-3-phenyl-5-[3-trifluoromethy1(phenyl)]-4-(1//)-pyridinone)
es un inhibidor de la fitoeno-desaturasa, enzima que media la conversion del fitoeno en fitoflueno
en la biosintesis de carotenoides. De esta manera la ciclizacion de los carotenoides es inhibida
acumulandose compuestos intermedios (Bartels & Watson, 1978). Los carotenoides son el
principal precursor del ABA en las plantas. De este modo, la inhibicion de la carotenogénesis
impide la biosintesis de ABA. En muchas especies fue observado el efecto estimulador de la
germinacion por parte de esta u otras drogas analogas (ej. norflurazon, diflufenican). Por lo tanto,
a partir de los resultados expuestos con inhibidores de la sintesis de ABA, se infiere la sintesis de
novo de dicha hormona, la cual actuaria interfiriendo en la germinacion, especialmente de semillas
dormidas. La lista de especies donde se ha observado este fendmeno incluye H. annus (Le Page-
Degivry & Garello, 1992), Arabidopsis (Debeaujon & Koornneef, 2000), N. plumbaginifolia
(Grappin et al., 2000), Lolium rigidum, Sisymbrium erysimoides, S. orientale, Bromus diandrus,
Ehrharta calycina, Echium plantagineum, Raphanus raphanistrum, Avena barbata (Gaggin &
Powles, 2014).

Grappin et al. (2000) describen un aumento del nivel de ABA enddgeno en semillas
dormidas de N. plumaginifolia luego de la imbibicion (sintesis de novo), lo que no ocurre en
aquellas que atravesaron un periodo de post-maduracién (sin neo-sintesis de ABA). El agregado
exogeno en semillas dormidas embebidas redujo el nivel de ABA alcanzando valores similares a
los observados en semillas despiertas (Grappin et al., 2000), analogamente a lo observado por
Bianco et al. (1994) para H. annuus y por Ali-Rachedi et al. (2004) para A. thaliana. Estos
antecedentes refuerzan la hipotesis de la produccion de novo de ABA en semillas dormidas
durante la imbibicion. El agregado exdégeno conjunto de GAs + FLU han mostrado efectos
aditivos sinérgicos en semillas dormidas de N. plumaginifolia (Grappin et al., 2000), A. thaliana
Cvi (Ali-Rachedi et al., 2004) y R. raphanistrum (Goggin & Powles, 2014).

Por otro lado, condiciones medioambientales desfavorables para la germinacion de semillas
despiertas estarian asociadas, aunque sea de modo parcial, a un aumento en la sensibilidad y/o
cantidad de ABA. De hecho, la germinacion de semillas despiertas es inhibida a altas temperaturas
cuando la misma no es favorable para el desarrollo de la plantula, fendmeno observado
generalmente en especies anuales invernales. Esta inhabilidad por parte de las semillas para
germinar a temperaturas supra-Optimas se denomina inhibicién a altas temperaturas o termo-
inhibicién (Yoshioka et al., 1998). En Lactuca sativa la germinacion se ve inhibida a partir de los
28 °C. Cantidades menores de ABA fueron necesarias para disminuir la germinacion un 50% al
incrementar la temperatura del medio, indicando una respuesta 6-9 veces mas sensitiva respecto
de la temperatura Optima (Gonai et al., 2004). Por otra parte, en semillas despiertas de L. sativa
se correlacionaron los porcentajes de germinacion a 23y 33 °C con los valores de ABA presentes
en la semilla. A 23 °C la germinacion alcanz6 el 100% disminuyendo el contenido de ABA

velozmente luego de la imbibicion. En condiciones de mayor temperatura la germinacion fue casi
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nulay el nivel de ABA muy superior. Sin embargo, cuando la solucion de imbibicion contenia un
inhibidor de la sintesis de la hormona, la germinacion llegaba casi a los maximos porcentajes
disminuyendo la cantidad de ABA registrada. Por lo tanto, pareceria que en L. sativa es necesaria
una sintesis continua de ABA para mantener la inhibicion de la germinacion a altas temperaturas
(Yoshioka et al., 1998). Gonai et al., (2004) reportaron para la misma especie una disminucién
en el nivel de ABA al imbibirse la semilla tanto a 18 como a 33 °C, aunque dicha reduccion fue
menor a la temperatura mas elevada. Es decir, la termo-inhibicion en lechuga se da tanto por un
mayor contenido de ABA como por una mayor sensibilidad a la hormona. La termo-inhibicion
superada con FLU también fue descripta en A. thaliana (Ali-Rachedi et al., 2004).

Fendmenos analogos se han observado con otros factores ambientales. Semillas de H.
vulgare presentaron una menor sensibilidad al ABA en oscuridad que aquellas expuestas a la luz
(Jacobsen et al., 2002). En L. esculentum reducciones en el potencial agua generan elevaciones
en el nivel de ABA enddgeno (Ni & Bradford, 1992). Yoshioka et al. (1998) observaron que la
aplicacién de fluridona también promueve la germinacion a altas temperaturas en Agrostis alba,
Cerastium glomeratum, Chrysanthemum parthenim, Conyza canadensis, Cryptotaenia japonica,
Dactylis glomerata, Festuca rubra, Freesia hybrida, Medicago sativa, Plantago lanceolata,
Trifolium repens y Vicia angustifolia. Tanto los rangos de temperatura como los porcentajes de
respuestas variaron entre especies. Analogamente, en las especies estivales Striga asiatica
(Kusumoto et al., 2006) y L. esculentum (Fellner & Sawhney, 2001), imbibiciones con FLU
suprimirian el efecto inhibidor de las temperaturas sub-6ptimas. En L. esculentum también se
registrd la superacion de estrés osmético y presencias de sales alcanzando altos porcentajes
germinativos.

Sin embargo, la induccién de la germinacion por parte de la FLU se da solo en un cierto
rango de temperaturas (Yoshioka et al., 1998). Gonai et al. (2004) sugieren que la termo-
inhibicién a altas temperaturas no es causada exclusivamente por el incremento de la biosintesis
de ABA. En L. sativa las semillas solo germinaron a 33 °C, alcanzando valores cercanos al 100%,
al ser embebidas en solucion de FLU + GAs. Es decir, FLU y GAs mostraron un efecto aditivo
en la disminucién del contenido de ABA, el cual fue un 50% menor que en presencia de cada
compuesto por separado. Esto sugeriria que los GAs actuarian en la disminucién del ABA de
manera diferente que la FLU, aumentando su catabolismo (Gonai et al., 2004). A su vez, la capa
de aleurona de Hordeum distichum disminuy¢ la produccion de a-amilasa ante el agregado de
GA; a 20 °C respecto de 10 °C, lo que sugeriria una menor sensibilidad a la hormona a altas
temperaturas (Schuurin et al., 1992).

La presencia de GAs es indispensable en la germinacion (Ver seccion 1.2.1),
evidenciandose que aplicaciones exodgenas de dicha hormona permitirian la germinacion bajo
diferentes condiciones de estrés ambiental. Por ejemplo, la aplicacién de GA4 a semillas de

Nicotiana tabacum L. disminuy6 los efectos causados por el estrés osmético (Leubner-Metzger
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et al.,, 1996). Incluso, aplicaciones de GA mostraron tener la habilidad de superar los
requerimientos de post-maduracion, luz o estratificacion. Esto sugiere que aquellos factores
ambientales inducirian la biosintesis de GA durante las fases tempranas de la germinacion
(Debeaujon & Koornneef, 2000). El cultivar "Havana 425" de N. tabacum L. requiere luz para
germinar, pudiendo hacerlo a oscuras en presencia de GA4 0 en ausencia del endosperma en la
zona micropilar (Leubner-Metzger et al., 1996).

De las observaciones de la respuesta ante la aplicacion de inhibidores de la biosintesis de
GAs, como lo son el paclobutrazol y el tetcyclacis, se concluye que la sintesis de novo de GAs es
requerida durante la imbibicion para la germinacion.

En aplicaciones de ABA junto con GAs se han observado diversas respuestas. El efecto
inhibidor del ABA sobre la ruptura del endosperma y las cubiertas seminales en N. tabacum no
fue evitado por la aplicacion simultanea de GA4 sugiriendo que dichas hormonas acttan en sitios
diferentes (Leubner-Metzger et al., 1996). Un efecto similar fue descripto para N.
plumbaginifolia en donde la inhibicién por ABA fue parcialmente revertida por GAs, siendo esta
Gltima hormona aplicada en concentraciones que estimulan fuertemente la germinacion en

semillas dormidas (Grappin et al., 2000).

Capa hialina
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Figura 3.1 Acciones del &cido giberélico (GA) y del &cido abscisico (ABA) en la germinacién y

su relacion con la post-maduracion. Adaptado de Debeaujon & Koornneef (2000).

Como se mencion6 previamente, las condiciones ambientales imperantes al momento del
desarrollo seminal en la planta madre influyen sobre el nivel de dormicidn de la descendencia. En

el presente trabajo de tesis se hipotetiza que el nivel de dormicién y la germinabilidad de la
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descendencia de plantas madres de B. arvensis sometidas a distintos niveles de fertilizacion
nitrogenada estarian mediadas, al menos parcialmente, por regulaciones de tipo hormonal.

Se ha observado que la fertilizacion de plantas de Arabidopsis spp. con dosis crecientes de
nitrogeno generaron semillas con cantidades crecientes de nitratos acumulados y decrecientes
niveles de dormicion (Alboresi et al., 2005). Por otro lado, Benech-Arnold et al. (1991)
describieron que las diferencias germinativas en embriones de Sorghum bicolor provenientes de
madres sometidas a estrés hidrico y en condiciones control se vinculaba al nivel de ABA. Los
embriones de madres bajo estrés germinaban a una tasa mas elevada y presentaban una
sensibilidad al ABA diez veces menor que aquellos desarrollados bajo Optimas condiciones
hidricas (Benech Arnold et al., 1991). En el pericarpio de semillas de H. annuus desarrolladas
bajo condiciones de sequia se cuantificaron niveles mayores de ABA comparado con progenie
proveniente de plantas irrigadas. Sin embargo, este hecho no se relaciond con sus respectivos
porcentajes germinativos (Andrade et al., 2009). En Hordeum distichum el nivel de dormicién
vario con el fotoperiodo al cual fueron sometidas las plantas madres, vinculandose este hecho con
la sensibilidad de la aleurona al GA3 (Schuurin, et al., 1992).

Sobre la base del marco tedrico expuesto se plante6 el objetivo de cuantificar el efecto de
la fertilizacion nitrogenada diferencial de las plantas madres de B. arvensis sobre la respuesta
germinativa de la descendencia y la sensibilidad diferencial a la aplicacion exdgena de ABA, GA3

y sus respectivos inhibidores (fluridona y paclobutrazol).

3.2 Materiales y métodos
3.2.1 Material vegetal

En diciembre de 2013 se recolectaron plantas maduras de B. arvensis de dos lotes situados
en la estacion experimental del INTA Bordenave (37°50055”S, 63°01020"”0), Buenos Aires,
Argentina. Uno de los lotes habia sido cultivado previamente con avena (Avena sativa L.) y
fertilizado con 100 kg N/ha (UREA granulada 46%) al macollaje. El otro lote se mantuvo sin
cultivo. Se cosecharon semillas de ambos lotes, obteniéndose dos accesiones (lote fertilizado, cN)
y lote sin cultivo ni fertilizacién, (sN). Luego de la cosecha, las semillas fueron almacenadas a
temperatura ambiente hasta la fecha de siembra.

A partir de las semillas cosechadas, se generaron plantas fertilizadas diferencialmente a fin
de obtener un F,. La siembra se realizé el 16 de junio del 2014 en el predio experimental del CCT-
Bahia Blanca (ver seccion 1.4.2). La fertilizacion de las plantas provenientes del lote de avena se
realiz6 de manera fraccionada aplicAndose cuando las mismas se encontraban en estado de roseta
avanzado y luego durante la floracion (Alboresi et al., 2005). Se aplic6 UREA granulada (46%
N) a razon de 50 kg N ha™ en cada oportunidad. El ensayo se establecié siguiendo un modelo

completamente aleatorizado con cuatro repeticiones. En cada unidad experimental (1 m?) se
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sembraron al voleo 2 g de semilla. Se cubri6 la semilla con rastrojo de avena para proteger de los
vientos y evitar la evaporacion y se instal6 un sistema de riego por goteo para evitar condiciones
de sequia que pudiesen generar condiciones de estrés severo (Figura 3.2). El 15 de diciembre de
2014, cuando las semillas se encontraban en madurez fisioldgica, se cosecharon manualmente,
fueron trilladas y almacenadas a temperatura ambiente hasta el inicio de los ensayos de

germinacion.

3.2.2 Determinacion del P1goo

Las semillas cosechadas se agruparon segun la unidad experimental de la que provenian
guedando ocho grupos de semillas (cuatro sN y cuatro cN). De cada uno de ellos se tomaron
cuatro sub-muestras de 100 unidades (8 * 4 = 32) y se pesaron en una micro balanza (+0.0001 g)

a fin de calcular el peso de mil de cada accesion.
3.2.3 Evaluacion de la germinabilidad en respuesta a la aplicacion exdgena de hormonas

Las semillas de B. arvensis fueron incubadas en camaras de crecimiento a temperaturas
constantes, sub-6ptima (7 °C), 6ptima (15 °C) y supra-6ptima (20 °C) en condiciones de oscuridad.

Se realiz6 un gradiente de ABA, GAs, paclobutrazol y fluridona (Tabla 3.1).

Tabla 3.1 Drogas evaluadas, peso molecular (PM) y solvente utilizado en cada caso.

Detalle del Formula

PM Solvente

Droga

producto

empirica

ABA*
(+)- Abscisic
acid

ABSCISIC ACID
PLANT CELL
98.5% HPLC

SIGMA

C15H2004

264,32

metanol

50 mg ABA/ml
metanol

GA3
Gibberellic acid

plant cell culture
tested, BioReagent,
>90% GA; basis (of
total gibberellins.)

C19H2206

346,37

etanol

50 mg GAs/ml etanol

PAC **

PACLOBUTRAZO
L MIXTURE OF
STEREO
ISOMERS,
FLUKA

C15H20CIN3O

293,79

acetona

0,1% acetona - H,O
\//V

FLU

FLURIDON
PESTANAL,
FLUKA

Ci9H14F3NO

329,32

acetona

1% acetona - H,O /¥

*(S)-5-(1-Hydroxy-2,6,6-trimethyl-4-oxo-2-cyclohexen-1-yl)-3-methyl-(2Z,4E)-pentadienoic acid

** q-tert-Butyl-f-(4-chlorobenzyl)-1H-1,2,4-triazole-1-ethanol
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Figura 3.2 Establecimiento del ensayo que generd las plantas madres del F, a estudiar en el predio
experimental del CERZOS (CONICET-UNS) a. Disefio completamente aleatorizado con tres
réplicas.

Treinta semillas de cada accesion (derivadas de plantas con y sin fertilizante) fueron
colocadas sobre dos hojas de papel de filtro en cajas de Petri de 5,5 cm de didmetro divididas por
separadores de acrilico transparente (Figura 3.3). Cada UE fue humedecida con 4 ml de solucion
y sellada con film para evitar evaporacion. Las drogas empleadas, ABA, GAs, PACy FLU, fueron
diluidas en agua destilada y un determinado solvente, segun se indica en la tabla 3.1 (Bianco et
al., 1994), hasta llegar a las concentraciones de 0,01; 0,1; 1; 10; 100 y 1000 uM (Bradford &
Trewavas, 1994, Gonai et al., 2004). A su vez, se realizaron las siguientes combinaciones: ABA
+ PAC, GA; + FLU y ABA + GAs, en una concentracién de 100 uM. La eleccion de GAs dentro
del pool de giberelinas activas disponibles se baso en antecedentes preliminares de respuesta por
parte de la especie (Chantre et al., 2008).

Se aplicé un DCA {2 poblaciones * [(6 dosis + testigo) * 4 drogas + 3 combinaciones] * 3
temperaturas} que se realizé por triplicado. Para la dilucion de cada droga se utilizaron los
solventes detallados en la Tabla 3.1. Un ensayo preliminar reveld que las dosis empleadas de cada
solvente no interferian en la germinacion bajo ninguna de las condiciones testeadas.

La germinacion se contabilizé dia por medio durante 30 dias desechando las germinadas.
Terminado el test se evalu6 viabilidad por medio del crush test (Borza et al., 2007) y se calculd

la germinacion maxima sobre semillas viables (Gmax).
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| —» Separador de acrilico

Unidad experimental: —3 30 semillas cN

caja de Petri (@ =5,5cm)

Figura 3.3 Disefio del ensayo de germinacién con dosis crecientes ABA, GAs, paclobutrazol y

fluridona. Detalle de la UE dividida por un separador de acrilico transparente.

3.2.4 Analisis de datos

Para analizar el P1goo Se realizé un ANAVA anidado a fin de evaluar un posible efecto de
la UE. Dado que no se observaron efectos asociados a la UE los datos se promediaron y se realiz
un ANAVA simple y test de comparacion de medias (Tukey, o = 5%).

Los porcentajes maximos (Gmax) de germinacion sobre semillas viables se transformaron
por arcoseno raiz de X para mejorar la homocedasticidad y se realiz6 un ANAVA simple. Al
analizar las medias para cada poblacion en cada temperatura a lo largo del gradiente de dosis de
cada droga se utilizo el test de Tukey. En cada condicidn, las medias entre accesiones se
compararon con el test de Bonferroni (a = 5%).

Para poder dilucidar la termo-inhibicion causada a temperatura supra-6ptima se realizé un
ANAVA simple seguido del test de Bonferroni dentro de cada poblacion comparando los

porcentajes germinativos alcanzados con FLU y con GAa.
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La respuesta a los gradientes hormonales y de sus inhibidores se evalué mediante curvas
de dosis respuesta para cada temperatura (Firn, 1986) (ver seccion 1.2.1.4.2). mediante el software
GraphPad Prism® 5.01. Se calculd el Gso (dosis que causa un incremento o disminucién del 50
% respecto al testigo). En los casos donde no se encontraron diferencias entre accesiones se

agruparon los datos para describir el comportamiento general de la especie.

3.3 Resultados

Se observaron diferencias altamente significativas (p=0,0011) en el P10 entre accesiones,
siendo mayor en cN (P10 = 4,91 £ 0,24 ) respecto de SN (P10 = 4,01 £ 0,11 g) siendo los
rspectivos errores estandar 0,10 y 0,09.

Los valores de Gmax Obtenidos bajo condiciones éptimas de germinaciéon (15 °C) no
mostraron diferencias (p=0,1638) entre accesiones. Sin embargo, cN (Gmax = 72.54 £ 19.78%)
present6 una clara tendencia a germinar mas respecto de SN (Gmax = 41,28 + 24,75%). Este mismo
resultado se observé a 20 °C (p=0,1035) alcanzando valores de 3 + 2,64y 14 + 8,44 parasN y cN
respectivamente (Figura 3.4). Contrariamente, este parametro mostrd significancia a temperatura
sub-Optima (p=0,0053) siendo menor la germinacion en para SN segun Bonferroni.
Comparaciones entre los testigos a 15 y 20 °C no mostraron diferencias (p=0,2762).

Ambas accesiones mostraron sensibilidad a las sustancias testeadas bajo las tres
temperaturas (Tabla I1.1). Si bien cN tendi6 a germinar en mayor proporcién en todos los casos
(Figura I1.1), los porcentajes de respuesta para ambas accesiones fueron muy similares (Figura
3.4).

3.3.1 Sensibilidad al GAs

En ambas accesiones y bajo las tres temperaturas de incubacidn se incrementaron los
porcentajes germinativos conforme aumentaba la concentracion de GAs; sin observarse
diferencias entre el comportamiento de las accesiones (Tabla 3.2, Figura 3.4 y ILI). Bajo
incubacion a temperatura 6ptima se necesité una dosis ocho veces mayor para alcanzar el Gsp en
SN (Tabla 3.2). En casi todos los casos, las semillas cN germinaron en mayor porcentaje que las

sN, siendo esta diferencia mas acentuada a la temperatura supradptima (Figura I1.1).
3.3.2 Respuesta al paclobutrazol

Para ambas accesiones, la germinacion fue estadisticamente reducida a las concentraciones
maés elevadas de PAC bajo condiciones de temperatura éptima y supradptima. Los porcentajes de
emergencia a 20 °C fueron nulos a partir de 0,1 uM (Figura ILI). A 7 °C se necesitd una

concentracion 4,5 veces superior para reducir al 50% la germinacion de cN en comparacion a sN.
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3.3.3 Sensibilidad al ABA

El ABA mostro ser estadisticamente eficaz reduciendo la germinacién hasta inhibirla en
todas las temperaturas testeadas (Tabla I1.1, Figura I1.1). A 20 °C la germinacion fue muy baja en
todo el rango de concentraciones sin poder ajustarse una curva de dosis-respuesta. A temperatura
suboptima la sensibilidad al ABA fue muy similar en ambas poblaciones y a 15 °C se requirio
una dosis mas de 12 veces superior para disminuir en un 50% la germinacion en cN respecto a SN
(Gs0=21,18 uM y 1,713 uM respectivamente) (Tabla 3.2, Figura 3.4).

Tabla 3.2 Pardmetros correspondientes a las curvas de dosis respuesta de la Figura 3.4. Cuando
los valores poseen valores p>0,05 no hay diferencia entre las respuestas de las diferentes

accesiones (sN: sin fertilizar y cN: con fertilizante) en cada situacion.

ACIDO GIBERELICO
7°C 15°C 20°C
sN cN sN cN sN cN
Gso (M) 9,204 | 12,93 17,77 | 2,154 4,06 3,765
R2 0,9588 | 0,5432 | 0,611 | 0,428 | 0,7046 | 0,8636
p-valor 0,9352" 0,0788" 0,7473"™
Gso (uM)gobal 10,73 6,304 3,976
RZglobal 0,6971 0,506 0,7845
PACLOBUTRAZOL
7°C 15°C 20°C
sN cN sN cN sN cN
Gso (uM) 6,245 | 28,46 | 2,068 | 3,158 | 0,00011 | 0,0103
R2 0,6643 | 0,6720 | 0,4371 | 0,3357 | 0,6301 | 0,7823
p-valor 0,0867" 0,9505" -
Gso (uM)global 10,88 2,606 -
RZglobal 0,6277 0,3928 -
ACIDO ABSCISICO
7°C 15°C 20°C
sN cN sN cN sN cN
Gso (uM) 2551 | 32,04 | 1,713 | 21,18 | 5,2*10° | 1,326
R? 0,6048 | 0,7820 | 0,4895 | 0,7306 | 0,1137 | 0,0945
p-valor 0,9576" 0,1209" 0,1811"
Gso (uM)global 28,58 6,694 0,0004785
RZglobal 0,6728 0,5698 0,1225
FLURIDONA
7°C 15°C 20°C 7°C
SN cN SN cN SN cN
Gso (M) 1,473 | 0,7718 | 3,734 | 2,575 36,81 11,38
R? 0,8101 | 0,5206 | 0,7629 | 0,7101 | 0,7213 | 0,7358
p-valor 0,3622" 0,3724" 0,1758"
Gso (uM)gobal 1,314 3,166 21,34
RZglobal 0,6291 0,7262 0,6991

3.3.4 Respuesta a la fluridona

Si bien el comportamiento ante el agregado de FLU fue muy similar en ambas accesiones
(Figura 3.4) estimulando significativamente (Tabla 3.2) la germinacién en todos los contextos,
fue méas marcado el incremento en sN (Figura I1.1). A la temperatura media la respuesta ante esta
droga no sigui6 ningln patrén siendo la germinacion abruptamente reducida a 1000 uM (Figura
3.4). Bajo la temperatura supradptima de incubacion la tendencia germinativa fue creciente ante

dosis mayores sin alcanzar valores elevados.
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3.3.5 Aplicaciones conjuntas

La aplicacion conjunta de GAs junto con FLU no caus6 efecto sinérgico ni aditivo (Figura
3.6).

En la concentracion evaluada (100 uM), al aplicar conjuntamente AGs y ABA hormonas,
el GAs tendio a ejercer un efecto dominante sobre el ABA en casi todos los casos. Para cN la
respuesta vario en funcion de la temperatura. La combinacion de hormonas resultd de una
germinacion igual a la lograda con GA; solo para 7 °C y a un porcentaje intermedio a 15 °C y 20
°C.

En los casos en los que la aplicacién de ABA a 100 uM no logré disminuir la germinacion
respecto al testigo (sN a 15°Cy cN a 20 °C), el PAC si lo hizo y la aplicacion conjunta disminuy6

a niveles muy bajos, al igual que el PAC.
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Figura 3.5 Medias re-transformadas de arcoseno raiz de x (£ ES) de la germinacion maxima de la accesién fertilizada (cN) y sin la aplicacién de nitrégeno (sN)
bajo diferentes combinaciones hormonales y de sus inhibidores (100 uM) a las temperaturas de 7, 15 y 20 °C. Diferentes letras mintsculas indican diferencias entre
accesiones en cada situacién testeada segun el test de Tukey. Diferentes letras mayusculas indican distincién entre los distintos tratamientos para los casos donde
previamente no se evidenci6 interaccién entre el TMA (Tratamiento materno-ambiental) y las drogas testeadas (p>0.05).
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3.4 Discusién

Dado que ambas poblaciones demostraron las mismas tendencias, los datos se discuten en
dos secciones, inicialmente describiendo de manera general lo sucedido en la respuesta de la
especie y luego las variaciones observadas debidas al efecto materno.

La aplicacion exdgena de GAs incrementd significativamente la germinacion en ambas
poblaciones bajo las tres temperaturas (Tabla I11.1). Como sucede en numerosas especies, el
endosperma de B. arvensis actuaria ejerciendo una resistencia mecanica que debe ser superada
por el potencial de crecimiento del embrién. La imbibicion en solucion con GA; promueve la
germinacion (Figura 3.4) en semillas de esta especie, indicando que la hormona promoveria la
sintesis de hidrolasas y/o estimularia el crecimiento embrional.

La sensibilidad del embrién al GA3; no mostré diferencias entre ambas accesiones, ni entre
temperaturas evaluadas (p=0,4613) (Figura Il.11). Esto indica que la sensibilidad hacia esta
hormona no se ve influenciada por el factor térmico. Por lo tanto, las variaciones germinativas
entre temperaturas, especialmente la disminucién sufrida a supra-Optimas, tampoco estan
vinculadas a un cambio sensitivo hacia GAs.

Las reducciones en los porcentajes germinativos causados por el PAC indican que hay
produccién de novo de acido giberélico. A medida que se increment6 la temperatura los efectos
fueron més evidentes. Este hecho indicaria que la restriccion para germinar seria mas dependiente
del GA; a altas temperaturas, hipotetizdndose una mayor produccion de ABA bajo estas
condiciones.

La aplicacion exdgena de ABA causdé una disminucion dosis-dependiente en la
germinacion tanto en 7 °C como en 15 °C. A 20 °C, si bien hubo una disminucion y hasta
inhibicion de la germinacion, la respuesta no siguid tendencia alguna ni se diferencié entre
accesiones, posiblemente dados los bajos porcentajes germinativos bajo esta temperatura. En
ambos casos y para ambas accesiones, la respuesta fue totalmente inhibida en la concentracién de
1000 Mp ABA. Un comportamiento similar fue citado por Garciarrubio et al. (1997) en A.
thaliana. Estos autores atribuyen el efecto inhibidor del ABA a la restriccion que causa sobre la
disponibilidad de energia (azUcares) y metabolitos nitrogenados para el embrion. En dicha
especie, el ABA evita la degradacion de proteinas de reserva.

Por lo tanto, la aplicacion de GAs estimulo mientras que la de ABA inhibid la germinacion
en las dos poblaciones bajo las temperaturas evaluadas. Cuando estas hormonas se aplicaron
juntas, las respuestas fueron variadas en funcion de la poblacion y la temperatura (ver abajo),
dejando dilucidar que el equilibrio entre ellas que marque el rumbo de la salida de la dormicién

va a estar influenciado tanto por el ambiente maternal como por el momento de la imbibicion.
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La aplicacién de FLU bajo los tres regimenes térmicos incrementd la germinacién de
manera significativa (Tabla 11.1). Este hecho es un indicio de que hay cierta produccion de ABA
de novo durante la imbibicién. La concentracion de 1000 uM a 15 °C inhibi6é notablemente la
germinacion. Este hecho pudo deberse a algun efecto fitotoxico por parte del herbicida. Bajo 20
°C la germinacién se duplico respecto al testigo. EI hecho que Gmax ronde el valor de 40% sugiere
que la termo-inhibicién observada en esta especie no se deberia plenamente a la produccién de
novo de ABA. En Glycine max (Ackerson, 1984), se ha demostrado que el nivel de ABA debe
bajar de cierto umbral para permitir la germinacion. Que la aplicacion de FLU no logre una
estimulacion del 100%, especialmente en sN, puede deberse a que la cantidad de ABA presente
en la semilla no es solo producida de novo. De esta manera, por mas que se inhiba totalmente la
produccién in situ, de poseer desde la embriogénesis niveles elevados de ABA, las semillas no
germinaran. Se deduce que FLU no es un elemento del todo eficaz en la terminacion de la
dormicion en semillas dormidas de B. arvensis.

Al aplicar FLU conjuntamente con GA3 no se observo un efecto sinérgico estimulador de
la germinacion. De hecho, la mayoria de las veces, el porcentaje final alcanzado estuvo
determinado por el GAs. Este resultado coincide con el publicado por Song et al. (2006) para tres
especies de Orobanche donde si bien tanto FLU como GA estimularon la germinacion de las
semillas dormidas, al aplicarlas juntas no se observé efecto aditivo. No obstante, no coincide con
los resultados para Lactuca sativa (Gonai et al., 2004). Gonai et al. (2004) sugieren que la termo-
inhibicion se debe a un bajo contenido enddgeno de GA acompafiado por altos contenidos de
ABA. Analisis hormonales en L. sativa revelaron que a temperaturas supra-éptimas los niveles
de ABA se incrementan, pero los de GA; permanecen constantes. Si bien la aplicacion de FLU
llegd a duplicar la germinacién a 20 °C, el hecho de no presentar un efecto aditivo al aplicarla
junto a GAs genera varias inquietudes. ¢Habra otras hormonas regulando este proceso a altas
temperaturas? ¢Habra algin impedimento que restrinja la accion de las hidrolasas o que no
permita un incremento del potencial de crecimiento embrional a estas temperaturas?

Las semillas provenientes de plantas fertilizadas tendieron a expresar, bajo todos los
escenarios, porcentajes germinativos mayores que las provenientes de madres sin fertilizar. Las
diferencias en el nivel de dormicién entre sN y cN pueden deberse a varios factores hormonales
que se discutiran a continuacion. Uno de ellos, es una posible diferencia en el pico de ABA
durante la embriogénesis. A 20 °C, las accesiones no muestran diferencias significativas en cuanto
a su germinabilidad. Este resultado es de baja confiabilidad, dada la escasa germinacion (sN=3 +
2,64% y cN=14 + 8,44%) y un valor estadistico cerca de la significancia (p=0,1035).

La sensibilidad hacia GAs no muestra diferencias estadisticas entre accesiones (p>0,05,
Figura 3.4) aunque a temperatura 6ptima sN alcanz6 el Gso con una dosis 8 veces mayor,
sugiriendo que este atributo no se encuentra influenciado por la fertilizacion nitrogenada a la

planta madre. Es decir, se podria especular que no habria variacion en la cantidad de receptores
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presentes ni en la afinidad de la hormona hacia ellos entre accesiones. Sin embargo, seria
conveniente evaluar generaciones con una mayor presion del factor evaluado (Fs, F4) para poder
clarificar la tendencia de una mayor respuesta por parte de cN (Gsosn = 2,154 VS Gsoen=17,77).

Estos resultados sugieren que la sensibilidad al acido giberélico, o al menos al GAs, no
seria el responsable de las variaciones germinativas entre ambas poblaciones.

Las curvas de dosis respuesta indicarian una tendencia por parte de sN a ser méas sensibles
al PAC tanto a temperaturas sub como supra-Optimas. La diferencia germinativa entre ambas
poblaciones podria estar ligada a una necesidad de producir una mayor cantidad de GAs;. Este
resultado coincide con el observado en Arabidopsis sp. por Alboresi et al. (2005) donde las
semillas derivadas de plantas con una mayor fertilizacion nitrogenada mostraron ser levemente
mas resistentes al paclobutrazol.

A 7 °C no hubo diferencias en cuanto a la sensibilidad al ABA por parte de las dos
accesiones coincidiendo este resultado con el de Alboresi et al. (2005). Sin embargo,
bajotemperatura poptima sN manifesté una sensibilidad 12 veces mayor (Gsosn=1,713 uM Vs
Gsoen=21,18 pM). De aqui surge la hipotesis que las semillas cN podrian poseer una afinidad
diferencial de receptores hacia la molécula de ABA (Firn, 1986), dado que concentraciones
variables de nitrdgeno podrian influir en la composicion de las proteinas presentes en las
membranas. La capacidad de un tejido ante un nivel dado de ocupacion de receptores y la
eficiencia de toma como de transporte al sitio de accion (Firn, 1986) son otros aspectos que
podrian verse influenciados por el ambiente materno.

Para poder probar las hipotesis sobre el rol del ABA en la regulacion de la dormicion,
permitiendo o no la germinacion, deberian realizarse diversos estudios dadas las maltiples
funciones que ejerce en diferentes especies. Por ejemplo, en Sinapsis alba el ABA inhibe la
germinacion controlando la toma de agua por los tejidos embrionales y no por controlar la sintesis
de algin metabolito (Schopfer et al., 1979).

Ambas accesiones describen curvas idénticas para las diferentes concentraciones de FLU
y GAs. El sistema presentaria una capacidad de respuesta limitada (Firn, 1986), donde ambas
sustancias estimulan la germinacion. La respuesta se incrementa con la dosis hasta una
concentracién, dependiente de la accesion, en donde la sustancia satura la respuesta. Dado que
cN presenta una dormicién primaria menos profunda, el incremento de dosis de GA3 permite
alcanzar en el rango de dosis evaluado, mayores porcentajes germinativos.

A partir de estos resultados surgen varias inquietudes y preguntas respecto al agente
determinante de la diferencia innata en la dormicién de ambas accesiones. ¢Hubo diferencias en
el pico de ABA durante la embriogénesis en los dos escenarios maternos? En dicho caso (Coémo
induciria el nitrogeno tal respuesta? ;Habra algun compuesto que genere diferencias sensibles
durante la embriogénesis que desencadenan respuestas diferenciales ante un mismo pico de ABA?

Bethke et al. (2006) detallan como el dxido nitroso (NO) rompe la dormicién en Arabidopsis sp.
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bajo la hip6tesis de una disminucion en la sensibilidad hacia el ABA. ;Sera que un ambiente con
mayor disponibilidad de nitrdgeno conduce a una mayor acumulacion de algin compuesto
nitrogenado que acelera la degradacion del ABA? Diferentes tratamientos sobre embriones de
Glycine max revelaron la tendencia de incrementar la germinacion al disminuir el ABA remanente
del pico producido durante la embriogénesis (Ackerson, 1984). En Arabidopsis sp., los nitratos
acumulados en semillas de plantas madres fertilizadas no afectaron la imposicion de la dormicién
sino su mantenimiento en las semillas maduras (Alboresi et al., 2005) dando lugar a la hipétesis
de que los nitratos podrian llegar a estar relacionados con el catabolismo del ABA. Previamente,
Ali-Rachedi et al. (2004) proponen una hipotesis semejante donde los nitratos estimularian el
catabolismo oxidativo del ABA. Si bien lo proponen para la aplicacion externa, podria tratarse de
un mecanismo analogo durante la embriogénesis ¢Serd el nitrdbgeno un mensajero que
active/desactive algun gen vinculado con la dormicion? Alboresi et al. (2005) proponen que los
resultados analogos que encontraron en Arabidopsis sp. pueden deberse a que los nitratos actlan
como una sefial, o producen algun compuesto relacionado, y se vinculan al gen NRT1.1, quien
contribuiria a su absorcion y aliviaria el nivel de dormicién en las semillas que mas los acumulan:
aquellas provenientes de plantas madres fertilizadas. ¢ Causara el nitrdgeno disponible durante la
formacién seminal cambios estructurales o en la composicion del endosperma que generen
diferentes requerimientos hormonales para poder disolverlo o ser atravesado por el embrion?
Varios ejemplos detallan como las propiedades de las envolturas seminales se asocian con la
dormicién (Graeber et al., 2012). Por ejemplo, si bien la degradacion de las paredes celulares del
endosperma, que causan pérdida de rigidez, no es necesario que sea total sino lo suficiente como
para permitirle a la radicula atravesarla (Groot & Karssen, 1987), un embrién con menor potencial
de crecimiento necesitara un mayor estimulo para superar dicha barrera o que la misma sea mas
degradada. Lo anterior, en ambos casos, seria generado por una mayor cantidad o sensibilidad
hacia GAs. ;Habria més hormonas participando del control de la dormicién y/o germinacién? En
Orobanche aegyptiaca, O. ramosa, y O. minor, “brassinolide” no solo estimula la germinacioén
de semillas dormidas, sino que tiene un efecto aditivo al ser aplicado junto a GAz o FLU (Song
et al., 2006). Ensayos de mediciones hormonales durante la embriogénesis e imbibicion seminal,
como cortes histoldgicos podrian ayudar a dilucidar este tema.

Desde el punto de vista ecolégico y ante resultados similares, Alboresi et al. (2005)
hipotetizan que en ambientes donde limita el nitrégeno, la planta madre censaria esta carencia e
influiria incrementando el nivel de dormicién de la progenie a modo de evitar la germinacion en
ambientes desfavorables. De este modo, ante un medio mas adecuado (como ser con mayor
disponibilidad nitrogenada en el suelo), las semillas con dormicién podran ser estimuladas a
germinar. Esta sefializacion seria parte de un proceso de adaptacion al medio.

Varios trabajos se estan realizando en orden de aplicar controles estratégicos usando a

fluridona, u otro analogo para realizar un manejo de malezas estratégico. Ejemplos incluyen la
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promocién de "germinaciones suicidas" en plantas parasitas en ausencia de hospedantes (Song et

al., 2006) o germinaciones sincronizadas para ejercer luego un control sistematico y asi poder

agotar el banco de semillas del suelo (Goggin & Powles, 2014).
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CAPITULO IV

Efecto de la disponibilidad hidrica y nitrogenada de las
plantas madre sobre las caracteristicas morfo-

fisioldgicas de las semillas y plantulas de la progenie
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4. 1 Introduccion

Las plantas responden tipicamente a las condiciones locales con cambios plasticos,
morfologicos y/o fisiologicos, que aumentan el éxito individual (Galloway, 1995). El “efecto
materno” o “efecto ambiental materno” condiciona a la progenie a un cierto ambiente segln las
experiencias vividas por la planta madre. En otras palabras, los factores ambientales imperantes
durante la formacion de las semillas pueden influenciar directamente en ellas afectando de
diversas maneras sus atributos, o pueden hacerlo indirectamente al condicionar caracteristicas
morfo-fisioldégicas maternas que se correlacionan con las de la descendencia (Donohue, 1999;
Karimmojeni et al., 2014). De esta manera, el ambiente materno influye sobre atributos de la
descendencia indirectamente cuando se correlacionan con caracteristicas morfo-fisiologicas
maternas (Figura 4.1A), o directamente cuando es el medio el que ejerce un efecto sobre la
progenie (Figura 4.1B). Esta ultima situacion tiene lugar especialmente durante la formacion de
las semillas en la planta madre.

Un ejemplo clasico de plasticidad fenotipica es la variacion en biomasa ante diferente
disponibilidad de recursos. Por ejemplo, Sinapsis arvensis desarrollé6 una menor biomasa aérea
bajo una disponibilidad hidrica reducida (Wright et al., 1999). El tamafio de la planta madre se
correlaciona con el fitness al dar lugar a distintas cantidades y/o pesos de semillas (Hendrix, 1984;
Wolf et al., 1986; Aarssen & Burton, 1990; Pigliucci et al., 1995; Donohue, 1999; Halpern, 2005)
lo cual ejerce un efecto sobre la habilidad de las especies para persistir en tiempo y espacio
(Schaal, 1980). Pueden citarse varios ejemplos del efecto maternal sobre la produccion de
semillas, tanto en nimero como en tamafrio, en plantas madres sometidas a diferentes condiciones
ambientales. Por ejemplo, bajo una menor irrigacion se registré una menor cantidad de semillas
en Lolium rigidum (Steadman et al., 2004) y en S. arvensis (Wright et al., 1999). Debido al estrés
hidrico Mimulus guttatus redujo el tamafio seminal (Galloway, 1995) y Sorghum bicolor present6
una menor tasa de acumulacion de peso seco alcanzando /3 del peso final de las semillas
generadas sin limitaciones hidricas (Benech-Arnold et al., 1991). Al aumentar la disponibilidad
de nutrientes se incremento el peso y la variacion en tamafios dentro de un mismo individuo en
plantas de Desmodium paniculatum (Wulff, 1986a). Es de importancia recalcar que no siempre
las mayores dimensiones seminales se deben a un mayor almacenaje de reservas. El incremento
en peso puede deberse, entre otras causas, a mayores dimensiones de los tejidos que rodean la
semilla como ocurre en Plantago lanceolata cuando el desarrollo seminal acontece a menores
temperaturas (Lacey et al., 1997).

El primer ambiente que experimenta una planta se da durante su desarrollo seminal, el cual
consta de las condiciones imperantes del medio (temperatura, luminosidad, etc.) (Figura 4.1A)
sumado al fenotipo materno (lugar fisico donde se esta formando la semilla), incluyendo su estatus

hidrico y nutricional (Donohue, 1999). La ubicacién en la planta madre, inflorescencia o posicion
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en el fruto donde se genera dicha semilla puede influir, en diferentes proporciones, en el tamafio
seminal. Diferencias en peso de 1,2 a 10 veces se han registrado, dentro de una misma planta o
poblacién, en diferentes especies (Schaal, 1980; Hendrix, 1984; Wolf et al., 1986; Wulff, 1986a;
Choe et al., 1988; Vaughton & Ramsey, 1998; Halpern, 2005) encontrandose influencia, en
muchas ocasiones, también debido a los factores ambientales (Winn, 1988).

Las dimensiones seminales pueden relacionarse con multiples atributos de la semilla, como
el nivel de dormicién, germinacion y emergencia, y de la plantula influyendo en la demografia
poblacional (Hendrix, 1984). En un amplio nimero de especies se ha reportado que las semillas
de mayor tamafio tienden a expresar mayores tasas y/o porcentajes germinativos (Schaal, 1980;
Stanton, 1984; Weller, 1985; Hendrix & Trapp, 1992; Galloway, 2001; Halpern, 2005). Sin
embargo, estas tendencias no son regla fija habiéndose registrado respuestas variables en diversas
especies (Kalisz, 1989; Vaughton & Ramsey, 1998; Baloch et al., 2001; Luzuriaga et al., 2006).

Generalmente una mayor produccion de semillas se relaciona con un menor tamafio de las
mismas. La teoria del “trade-off” asume la existencia de una finita y relativamente fija cantidad
de recursos en un determinado tiempo (Wolf et al., 1986). Entre inflorescencias, flores en una
misma inflorescencia u 6vulos en un mismo ovario suele manifestarse una competencia local. A
su vez, ante condiciones limitantes de recursos, se han reportado estrategias de ajuste diferencial
entre la cantidad y el tamafio de simientes (Schmid & Dolt, 1994; Vaughton & Ramsey, 1998).
Si bien la tendencia del trade-off se ha observado ampliamente (Wolf et al., 1986) hay
excepciones (Schaal, 1980; Halpern, 2005). Cabe recordar, que el tamafio seminal éptimo es aquel
gue maximiza el retorno por unidad producida, semillas de menor tamafio tendran un bajo fitness
mientras que aquellas mayores al éptimo seran una pérdida de recursos que podrian haber sido
utilizados para provisionar mas descendencia (Vaughton & Ramsey, 1998).

Las consecuencias del tamafio seminal sobre la futura plantula van mas alla de la mera
disponibilidad nutritiva, correlacionandose con atributos morfo-fisiologicos que condicionaran la
supervivencia del individuo, incluso en estadios avanzados de desarrollo. En general, semillas de
mayor tamafo dan lugar a plantulas méas grandes (Schaal, 1980; Howe & Richter, 1982; Staton,
1984; Weller, 1985; Wulff, 1986b; Choe et al., 1988; Hendrix et al., 1991; Schmid & Dolt, 1994;
Vaughton & Ramsey, 1998; Halpern, 2005) pudiendo influir en sus habilidades competitivas
(Wulff, 1986¢). Las consecuencias morfoldgicas generadas a partir de diferentes tamafios
seminales, pueden variar en asociacion con las caracteristicas de la historia de vida y/o las
condiciones ambientales (Halpern, 2005). EI mayor tamafio de las plantulas generadas de semillas
mas grandes perdura hasta el primer mes de emergidas (Staton, 1984; Hendrix et al., 1991)
pudiendo incluso manifestarse aun en el estado adulto (Wulff, 1986¢; Winn, 1988).

El fenotipo de la descendencia no es solo influenciado por el fenotipo materno (Figura
4.1A) y su ambiente (Figura 4.1B) sino también y principalmente, por el ambiente que el propio

individuo vivencia durante su ciclo de vida. Es decir, que el ambiente experimentado por la
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descendencia puede influir en la expresion fenotipica (Figura 4.1C) (Donohue, 1999). Por
ejemplo, una fertilizacién diferencial incidié sobre la velocidad y los porcentajes finales de
germinacion de semillas de Plantago major manifestandose diferencialmente segun la
competencia presente (Miao et al., 1991). En D. paniculatum la diferencia en peso seco y area
foliar entre las plantulas procedentes de semillas de diferentes tamafios se magnifico al ser
incubadas en un medio enriquecido nutritivamente. Las plantulas originadas de semillas méas
grandes expresaron una respuesta proporcionalmente mayor en su crecimiento en comparacion
con plantulas generadas a partir de semillas de menor tamafio (Wulff, 1986b). Por lo tanto, la
direccion y magnitud de los efectos maternales van a estar determinadas tanto por la plasticidad

materna como por la de la descendencia (Donohue, 1999).

mendeliana
A. E.Iatemal ."...."m."...."m."."...m."."...m."."...m."' Descendenc]a
G Gy
'|_‘H I-‘.‘
| »Fgq

Plasticidad ante ] ambiente materno

mendeliana
B. h.Iatemal u.uuuuu.au.uuuuu.au.an.uuu.un.uuuuu“uuuuuuuu* Descendencia
G Ga
Plasticidad ante el ¥ EF
ambiente malerm}/‘ " d
Ay Plasticidad ante el ambiente materno
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Figura 4.1 Influencias maternas sobre el fenotipo de la progenie. Las flechas negras sefialan los

efectos maternos mientras que las lineas punteadas la descendencia mendeliana. F representa al
fenotipo, G menciona al genotipo y con la letra A se indica el ambiente. El subindice m hace
referencia a la planta madre y el d a la descendencia. A. Efecto del fenotipo materno: atributos de
la descendencia responden directamente al fenotipo de la planta que les di6 origen. B. Efecto del
ambiente maternal: caracteristicas maternas responden al ambiente circundante influyendo en su
progenie. La descendencia puede ser afectada directamente por dichos factores ambientales. C.
Efecto del ambiente de la progenie: el fenotipo de la descendencia se ve influenciado por su propio

entorno afectando la manifestacion del efecto materno. Adaptado de Donohue, (1999).
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El objetivo principal del presente capitulo fue determinar posibles efectos del ambiente
materno sobre las caracteristicas de la progenie de B. arvensis.
En este capitulo se analizaron diferentes atributos de la descendencia provenientes de dos
Ubicaciones diferentes en la misma Planta Madre (UPM), las que fueron generadas bajo
diferentes condiciones de disponibilidad hidrica y nitrogenada dando lugar a los Tratamientos

Maternos Ambientales (TMA).

4. 2 Materiales y Métodos

4.2.1. Esquema sintético

AAA |y ¥
-\L \‘V Peso
a Peso pericarpio
-

'w

- --
Largo aéreo

ﬁ ﬁ ﬁ Peso seco aéreo
Nimero de semillas
-N--
»

TMA
H@O-H® * N@O)-NH -N@EH)=24UE

Porcentaje emergencia
Tasa de emergencia
Largo cotiledén
Ancho cotiledon
Largo hipocatile

Figura 4.2 Esquema del trabajo realizado. TMA: Tratamiento Materno Ambiental, siendo H(0):
baja y H(+): alta disponibilidad hidrica y N(0): 0, N(+): 75y N(++): 150 kg N ha. (i) Seleccion
al azar de cuatro plantas madres por UE, cortadas al ras del suelo. De las mismas se extrajeron
cuatro semillas apicales y cuatro basales que luego de medir diferentes atributos morfol6gicos se
pusieron a emerger. Este procedimiento se siguid tanto para la F1 como para la F». (ii) Cosecha
del resto de las semillas producidas por UE, las que fueron re-sembradas para dar origen a la

siguiente generacion (F2). N=24 (n=4).
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En el presente capitulo se expone un experimento que involucra dos generaciones
sucesivas de B. arvensis (F1 y F2) desarrolladas en seis ambientes diferentes. En una primera etapa
se generaron plantas madres bajo distintas condiciones hidricas y nitrogenadas y al momento de
la cosecha se siguieron dos protocolos. En cada UE: (i) se seleccionaron cuatro plantas al azar
(pseudoréplicas, PMS: Planta Madre Seleccionada) (Figura 4.2) sobre las que se midi6 la biomasa
aérea para establecer posibles correlaciones con atributos de la progenie. De cada PMS se tomaron
al azar ocho semillas procedentes de dos ubicaciones diferentes dentro de la planta, para su
andlisis morfo-fisioldgico (ver seccion 4.2.4); (ii) se cosecharon el resto de las plantas producidas
unificando en un solo pool sus semillas para realizar la siembra al afio siguiente dando origen a
la F».

4.2.2 Recoleccion del material original

Las semillas utilizadas para generar las plantas madres en 2012 fueron colectadas en
diciembre de 2011 de un lote experimental del INTA-Bordenave (37°50°55”S, 63°01°200). Se
recolectaron plantas senescentes y se las trilld manualmente. Las semillas fueron almacenadas en

bolsas de papel a temperatura ambiente hasta el inicio del ensayo al afio siguiente.

4.2.3 Produccién de las plantas madres

Las plantas madres fueron cultivadas en el predio del CERZOS (seccion 1.4.2). Previo a
la instalacion del ensayo el terreno fue arado. Luego, 24 UE de 1 m? fueron regularmente
distribuidas a 1 m de distancia entre ellas a modo de evitar efectos de sombreado (Figura 4.3).
Cada UE estuvo conformada por una estructura de hierro forrada en nylon. En la base se realizaron
perforaciones para permitir la percolacion del agua. La parte superior se trataba de un techo a dos
aguas que permitia su apertura mediante un enganche y de este modo facilitar la ventilacion y el
descenso de temperatura en dias muy calurosos. Aberturas alrededor permitian la libre circulacion
del aire y evitaban un posible efecto invernadero. La siembra en cada UE se realiz6 manualmente

y al voleo, esparciendo 250 g de semilla sobre la cual se tamiz6 tierra hasta cubrir 1,5 cm.

4.2.4 Tratamientos de efecto materno

Las diferentes condiciones ambientales que se le aplicaron a las plantas madres trataron de
tres niveles nitrogenados (N(+): 75 y N(++): 150 kg N ha™) mas el testigo (N(0): 0 kg N ha™) y
dos condiciones hidricas (H(+): alta y H(0) baja) resultando en un total de seis tratamientos
(TMA). Se siguié un modelo completamente aleatorizado con cuatro repeticiones dando en total
24 UE (Figura 4.3).

La fertilizacion se realizd de manera fraccionada aplicando la mitad de la dosis en estado

de roseta (~ cinco pares de hojas en el tallo principal) y la otra mitad en floracion. El fertilizante
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utilizado fue UREA granulada (46% N). El riego se realiz6 manualmente el primer afio y el
segundo se aplic6 un sistema de riego por goteo.

La cantidad de plantas promedio logradas por unidad experimental fue de 77 para el 2012
y de 181 para el 2013. No se encontraron diferencias significativas para el nimero de plantas UE
! debido al ambiente materno (p>0,05).

Con el fin de evaluar el posible efecto morfo-fisioldgico debido a la UPM de cada PMS se
tomaron ocho semillas. Como el patrén de floracion no es claro (ver secciéon 1.1.2), no se
considero a la inflorescencia como fuente de variacion seminal (Hendrix & Trapp, 1992; Schmid
& Dolt, 1994) tomando cuatro semillas basales y cuatro apicales del tallo principal

indistintamente de las ramificaciones con inflorescencias que pudiera haber entre ellas.

4.2.5 Evaluacion morfométrica de las plantas

madres

Al final del ciclo de la maleza se
seleccionaron al azar en cada UE, cuatro PMS
obteniendo un total de 96 plantas por afio (4
plantas * 6 tratamientos * 4 repeticiones). Las
mismas fueron almacenadas en bolsas de papel
a temperatura ambiente.

De cada planta se pesaron todas las
partes aéreas remanentes. Se trataba
principalmente de tallos dado que son pocas las
hojas que quedan adheridas a la planta (Figura
1.3). Ademas, se midi6 el largo de los tallos
principales y sus ramificaciones para poder
determinar su densidad aérea (DA), relacion
entre el largo y el peso. Finalmente, se
contabilizé el numero de semillas producido

por planta.

Figura 4.3 Unidades experimentales donde se
cultivaron las plantas madres siguiendo un
DCA (N = 24,n = 4).
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4.2.6 Evaluacion morfométrica seminal

De cada PMS se tomaron cuatro semillas apicales (Ap) y cuatro basales (Ba), a fin de
evaluar un posible efecto de la ubicacion (UPM). Se colectaron 768 semillas por afio (6
tratamientos * 4 plantas * 8 semillas * 4 repeticiones).

El tamafio seminal se evalué mediante el peso y el calculo del perimetro (eqg. 1) que rodea
la superficie seminal donde queda expuesta la union carpelar. La forma de la semilla de B.
arvensis corresponde a un tridngulo isdsceles sobre un trapecio isosceles (Figura 4.4). Esta forma
se mantiene en todas las semillas de manera muy similar (observacion personal). La base menor
del trapecio posee aproximadamente % del valor de la base mayor. Ademas, %3 del total del largo
seminal se le atribuye a la altura del triangulo is6sceles y /3 a la del trapecio. Se asume que la
parte mas ancha de la semilla es la base del triangulo y la base mayor del trapecio (Figura 4.4).

Cada semilla fue rotulada individualmente, pesada en balanza analitica (x 0,0001g) y
medida con un micrémetro analitico (ancho: A y largo: L). Con los datos de Ay L se calculd un
indice de forma (IF= A/L) tomando valores cercanos a 1 para las semillas esféricas y de 0 para

las mas alargadas. El perimetro seminal se calculé en base a la siguiente formula:

Psem = [ J(l/z 4"+ (%q L)Z] £2+ 3/, A+ J(%’*)Z + (Y, L)2‘ .2 0

Donde Psem es el perimetro seminal, A el ancho y L el largo.

- L4
fasmussusnnnnn?

Figura 4.4 Semilla de Buglossoides arvensis. a. Superficie rugosa exhibiendo la unién carpelar.
b. Perimetro seminal (tridngulo is6sceles dispuesto sobre un trapecio isdsceles) y la relacién

ancho/largo.

A su vez, se extrajo el pericarpio de las semillas que germinaron (Figura 4.5b), se dejo

expuesto a temperatura ambiente por 48 horas y se lo pes6 en balanza analitica (+ 0,0001g). El
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peso y porcentaje del peso fresco del embridn se calcul6 con la diferencia entre este dato y el peso

de la semilla antes de ser sembrada.

4.2.7 Evaluacion ecofisioldgica de la descendencia

Para poder determinar si los atributos medidos en las plantulas provenian exclusivamente
del contenido seminal y no eran generados in situ por fotosintesis o tomados del medio, las
semillas individualmente identificadas fueron sembradas a 1,5 cm de profundidad en plantineras
(Figura 4.8b), regadas con agua desmineralizada e incubadas a un régimen constante de
temperatura de 15 °C en oscuridad. La emergencia se contabilizo diariamente durante 30 dias

bajo luz verde.

Figura 4.5 Semilla germinada de Buglossoides arvensis. a. Embrion germinado con la radicula

alargada. b. Pericarpio.

4.2.8 Evaluacion morfométrica de las plantulas

Al momento de contabilizar la emergencia se tomaron las dimensiones de cada plantula.
Con micrémetro analitico se midio el largo y ancho del cotiledon y el largo del hipocdtile.
Asumiendo que la forma del cotiledén es oval, su perimetro fue calculado mediante la siguiente

ecuacion:

Pcoti = 73(a+1)—/[Ba+1) a+3)]f @

Donde Pcaoti es el perimetro del cotiledon y, ay | el ancho y largo respectivamente.
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NN

Figura 4.6 Ensayo de emergencia. a, b. Incubacion en bandejas conteniendo sustrato a base de

perlita. c. Rotulacidn individual para cada individuo.

4.2.9 Analisis estadisticos

Los efectos maternos evaluados: disponibilidad hidrica, fertilizacion nitrogenada y
ubicacion en la planta se analizaron mediante ANAVA triple. Cuando la interaccion triple fue
significativa (p<0,05), se realizaron ANAVAs dobles. ANOVAs simples se realizaron en los
casos donde los ANAVAs dobles mostraron significancia. Para evaluar el efecto de UPM dentro
de cada TMA se realizaron ANAVAs simples particionados por TMA en cada generacion
independientemente. En los casos donde se manifestaron diferencias significativas se prosiguio
con el test de Tukey.

ANAVAS anidados se llevaron a cabo a fin de evaluar una posible influencia de la UE. En
los casos donde no hubo significancia estadistica (p>0,05) los datos se agruparon (n=16: 4 plantas
* 4 réplicas, por tratamiento).

La evaluacidn de la relacién entre la produccion de semillas y la biomasa aérea producida
se realiz6 mediante regresion lineal particionado por afio y TMA. En los casos en que todos los
TMA daban significativos se agruparon ambos afios.

Para examinar la relacion entre la biomasa seminal total, el peso del embrién y el tamafio
de la plantula resultante (cotiledén y largo de hipocétile) se utilizaron anélisis de regresion lineal.

Para cumplir con los supuestos de homocedasticidad y normalidad los datos de produccion
de semillas, largo, peso y la relacion peso/largo de las plantas madres; IF seminal, PF pericarpio
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sufrieron una transformacion logaritmica y los porcentajes de emergencia y de semillas viables

€on arco-seno raiz.

4. 3 Resultados
4.3.1 Evaluacion morfomeétrica de las plantas madres

Como se observa en la tabla 4.1, el nivel hidrico afecté todos los atributos medidos en las
plantas madres en ambas generaciones, ocasionando menores valores en condiciones de estrés
hidrico y de menor disponibilidad nitrogenada (Figura Il1.1-11), aunque este ultimo factor se
manifesto a partir de la F1. La produccion de semillas fue afectada por el régimen hidrico (Tabla

4.1; Figura 4.7), aumentando el nimero de semillas promedio por planta en H(+).

Tabla 4.1 Valores estadisticos (F) para los caracteres evaluados en las plantas madres segun los

tratamientos ambientales impuestos: N: fertilizacion nitrogenada y H-O: disponibilidad hidrica.

Atributo por planta ano N * H,O N H0

Larao tallo 2012 087" 247 17 20%%*
g 2013 0,64™ 5 05%* 31,55%**
peso tallo 2012 0,26™ 1,57™ 27,70%*
2013 023" 7 .69%* 12,53%*

2012 1,01 1,79™ 0,11

Log.o DA 2013 0.03" 178" 8,54%
Produccion de 2012 0,24" 0.8™ 16,71%*
semillas 2013 2 4 045" 14.89%*

El analisis de regresidn reveld una relacion lineal entre la produccién de semillas con la

produccién de biomasa aérea, indistintamente del atributo evaluado (Tabla 4.2).

Figura 4.7 Medias (xES) re-

transformadas del logaritmo del

w

o

o
vy}
o

nimero de semillas por planta segln
el tratamiento materno ambiental de
a disponibilidad hidrica (H(0): baja,
H(+): alta) para Fo (2012) y F1 (2013).

Letras ~ mayusculas  comparan

N
o
o

[y
o
o

resultados entre afios y minusculas

a
[ ] -_ entre tratamientos hidricos en cada

H (0) H(+) H (0) H(+) ano. Diferentes letras indican
v J | | J
2012 (Fy) 2013 (F,)

Produccion de semillas planta'1

o

diferencias estadisticamente
significativas segun el test de Tukey
(0=5%).
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Tabla 4.2 Regresiones lineales de la produccién de semillas de Buglossoides arvensis segin el
largo o el peso del tallo bajo los diferentes tratamientos maternos ambientales de disponibilidad
hidrica (H(0): baja y H(+): alta) combinados con un gradiente de fertilizacién nitrogenada (N(0):

0, N(+): 75 y N(++): 150 kg N ha™). Las regresiones fueron calculadas en promedio para los dos

afnos.
X = Largo aéreo de la planta madre (cm)
TMA

Férmula Rango X R? F
H(0) N(0) N° sem=0,3764X + 2,764 [4;1172,6] 0,93 387,7***
H(0) N(+) N° sem= 0,3932X — 7,87 [29,1; 673] 0,79 88,1***
H(0) N(++)  N°sem=0,7914X + 26,52 [29,2;920,1] 0,38 16,4***
H(+) N(0) N° sem=0,4631X + 0,866 [21,7 ; 1462,9] 0,91 312,1%**
H(+) N(+) N° sem= 0,3859X + 20,58 [17,7 ; 1244] 0,59 35,41%**
H(+) N(++)  N°sem=0,8488X — 53,39 [44,3; 1513,5] 0,83 170,1%**

X = Peso aéreo de la planta madre (g)

Férmula Rango X R? F
H(0) N(0) N° sem=39,79X + 10,88 [0,1029 ; 10,9296] 0,95 537,5%**
H(0) N(+) N° sem=49,56X — 1,79 [0,1353; 4,8128] 0,77 72,9%**
H(0) N(++)  N°sem=102,3X -21,9 [0,1094 ; 6,7449] 0,37 15,72%**
H(+) N(0) N° sem=50,2X + 21,16 [0,1443 ; 13,9319] 0,90 252,4%**
H(+) N(+) N° sem=42,92X + 31,9 [0,2126 ; 10,5614] 0,54 28,65%**
H(+) N(++)  N°sem= 844X — 22,87 [0,2593 ; 15,326] 0,83 149***

4.3.2 Evaluacién morfométrica y ecofisioldgica de las semillas (F1y F»)

En la Tabla I11.11 del ANEXO Il se resumen los resultados sobre los atributos seminales
evaluados para los diferentes tratamientos maternos en las dos generaciones. Analisis
preliminares expusieron analogia entre las variables area y perimetro (Figura I11.111) decidiéndose
proseguir las evaluaciones utilizando como variable cuantitativa el perimetro seminal.

Como se observa en la Tabla l11.1 en 2012 (F,) las semillas mostraron en promedio menores
dimensiones que en 2013 (F2) en peso, pero no en perimetro, evidenciandose que las semillas de
mayores pesos no siempre correspondian a un mayor perimetro. De hecho, cuando se calcul6 la
variacién de tamafios segun los TMA (Tabla 4.4), en la mayoria de los casos hubo que descartar
a las semillas mas livianas por tratarse de individuos no viables, lo cual no fue asi en las de menor
perimetro.

Dadas las interacciones observadas (ANEXO 111, Tabla I1l.1), los posibles efectos de TMA
sobre los atributos seminales se analizaron individualmente para cada afio y para cada UPM. En
ambas filiales y para cada TMA el tamafio seminal respecto a la UPM, ya sea evaluado por el
perimetro o por el peso total y del pericarpio, manifestd diferencias altamente significativas

presentando menores valores las semillas apicales (Tabla 4.3).
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Tabla 4.3 Atributos morfoldgicos y fisiologicos promedios (xDS) de todas las semillas de

Buglossoides arvensis evaluadas (n=1536), resultantes de dos generaciones sucesivas: 2012 (F1)

y 2013 (F2). Las mismas provienen de diferentes tratamientos maternos ambientales (TMA,
siendo H(0): baja y H(+): alta disponibilidad hidricay N(0): 0, N(+): 75y N(++): 150 kg N ha)
y de ubicacidn diferencial en la planta madre (UPM, correspondiendo Ap: apicales y Ba: basales).

Las letras comparan el efecto de UPM dentro de cada TMA para las variables de perimetro, peso

y emergencia segun el test de Tukey.

Peso Emergencia
TMA UPM IF Perimetro  Total (mg) Pericarpio Final (%)
(mm) (%)

F1
H(0) N(0) Ap 0,65+0,05  7,48+0,48a  3,29+0,73a  2,02+0,6a 0,25+0,11a
Ba 0,65+0,04 8,43+0,44b 5,12+0,95b  3,03+0,43b 0,44+0,15a
H(0) N(+) Ap 0,66+0,04 74+058a  3,54+0,8la  1,62+0,62a 0,3+0,23a
Ba 0,66+0,04 8,4+0,42b 5,18+1,02b  2,85+0,52b 0,49+0,3a
HO) N(++)  Ap 0,66+0,04  7,53+0,64a  3,41+095a  1,77+0,31a 0,23+0,17a
Ba 0,66+0,04 8,41+0,58b 5,32+0,96b  2,02+0,48a 0,49+0,8b
H(+) N(0) Ap 0,6740,04  7,57+0,49a  3,29+092a  2,12+0,52a 0,13+0,2s
Ba 0,67+0,03 8,6+0,48b 5,77£1,13b  3,59+0,49b 0,26+0,16a
H(+) N(+) Ap 0,67#0,05  7,36+0,57a  3,63+0,74a  2,03+0,8a 0,23+0,09a
Ba 0,67+0,05 8,35+0,56b 5,70£0,97b  2,89+0,89b 0,55+0,14b
HE#) N(HH)  Ap 0,66+0,06  7,43+0,52a  3,19+0,76a  2,5+0,54a 0,33+0,13a
Ba 0,67+0,06 8,43+0,45b 5,85+1,02b  2,45+0,33a 0,44+0,07a

F2
H(0) N(0) Ap 0,68+0,06  7,14+046a  3,19+0,7a  1,25+0,45a 0,16+0,07a
Ba 0,69+0,05 8,17+£0,51b 4,75+1,2b 2,11+0,88b 0,3+0,1a
H(0) N(+) Ap 0,71+0,07  6,98+045a  322+1,16a  1,44+0,6a 0,03+0,06a
Ba 0,69+0,11 8,25+0,62b 5,04+0,84b  2,19+0,65a 0,1+0,09a
HO)N(++)  Ap 0,68+0,04  7,61+0,58a 3,9+1,19a  1,87+0,68a 0,14+0,12a
Ba 0,68+0,04 8,57+0,5b 5,88+1,08b  2,89+0,92a 0,18+0,19a
H(+) N(0) Ap 0,68+0,03  7,65+0,35a 3,9+0,98a  1,98+0,51a 0,2+0,19a
Ba 0,66+0,05 8,65+0,63b 5,98+1,96b  2,97+0,72b 0,12+0,1a
H(+) N(+) Ap 0,67+0,05  7,65+0,36a  3,69+0,91a  1,7+0,41la 0,22+0,18a
Ba 0,67+0,04 8,76x0,61b 6,3+1,2b 2,92+0,65a 0,21+0,14a
HEH N Ap 0,68+0,04  7,75+0,3%9a  3,63+0,85a  1,88+1,23a 0,18+0,09a
Ba 0,67+0,04 8,7+0,75b 6,2+1,46b 3,41+1,08b 0,27+0,06a

El perimetro seminal fue estadisticamente menor para H(0) en F,. Diferencias en el peso

seminal (Figura 4.10) se evidenciaron ambos afios solo para Ba, siendo las provenientes de H(0)

mas livianas (p=0,001 y p=0,0019 para 2012 y 2013 respectivamente). En el 2013, este atributo

también manifesto significancia en cuanto a la fertilizacion, aumentando el peso al aumentar el

nitrégeno adicionado (p=0,001).
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Figura 4.8 Peso medio (xES) seminal de Buglossoides arvensis segun los tratamientos maternos
ambientales de nivel hidrico (H(0): bajo y H(+): alto) y fertilizacion nitrogenada (N(0): 0, N(+):
75y N(++): 150 kg N ha*) para las semillas basales en los dos afios de estudio. Letras iguales no

manifiestan diferencias estadisticamente significativas segtn el test de Tukey (0=5%).

El embridn fue en ambos afios mas liviano en Ap respecto de Ba (p<0,0001). Al aumentar

el peso seminal también lo hizo el peso del embridn de manera lineal (Figura 4.9).
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Figura 4.9 Relacidn lineal entre el peso de la semilla y el peso del embriéon de Buglossoides

arvensis para los diferentes tratamientos maternos ambientales (H(0): baja y H(+): alta
disponibilidad hidrica'y N(0): 0, N(+): 75y N(++): 150 kg N ha™).

La emergencia fue mayor en la primera generacion (p<0,0001). La F; expreso diferencias

respecto a la posicion en la planta madre (p=0,0002), emergiendo en mayor proporcién las
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basales. A su vez, en el tratamiento H(+) emergieron mas las que recibieron fertilizacién
nitrogenada respecto a las que no (p=0,0117). El porcentaje de germinacion en el 2013 fue muy
bajo (18%) sin manifestarse diferencias significativas entre tratamientos. En ningin caso se
evidenciaron diferencias respecto a las tasas de emergencia (p>0,05).

La viabilidad no vari6 entre afios (p=0,2793) pero si entre tratamientos maternos tanto para
UPM como para TMA. Los porcentajes de viabilidad fueron menores para las semillas apicales
(p<0,0001) y a su vez disminuyeron con el aumento de recursos, tanto hidricos (p=0,0003) como
nitrogenados (p=0,0384) (Figura 4.9). No hubo ningln tipo de relacion entre la cantidad de

semillas producidas por planta y la cantidad de semillas no viables (p=0,7125).
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Figura 4.10 Valores re transformados de arco-seno raiz para las medias (+ ES) de ambos afios de
las proporciones de semillas no viables segun los diferentes tratamientos evaluados: UPM:
ubicacion en la planta madre (Ap: apical y Ba: basal) y TMA: tratamiento materno ambiental
(H(0) y H(+): alta y baja disponibilidad hidrica; N(0), N(+) y N(++): 0, 75 y 150 kg N ha*
respectivamente). Letras diferentes presentan diferencias estadisticas (a=5%) seglin el test de

Tukey.

4.3.3 Atributos de la plantula

El perimetro del cotiledon (Figura 4.11c) mostrd diferencias significativas respecto de
UPM en ambos afios (p<0,0001). La fertilizacién nitrogenada influyé en ambos afios en el
perimetro del cotiledén, aunque en el 2012 no llego a ser significativo estadisticamente (p=0,0751
y p=0,0355). Cuando se utiliz6 el tamafio de semilla como covariable, la cual fue altamente
significativa en ambos afios (p=0,0013 y p=0,0035), el efecto debido al TMA pasé a ser no
significativo (p=0,2139 y p=0,0637).
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El largo del hipocotile se diferencié estadisticamente segiin UPM en ambos afios (p=0,0024

y p=0,0299) siendo mas corto en Ap. En el 2012 hubo una tendencia a disminuir dicha longitud

al incrementarse la fertilizacion nitrogenada (p=0,0576) (Figura 4.12). En el 2013, los hipocétiles

derivados de H(0) tendieron a ser mas cortos (p=0,0709). En este atributo, la covariable tamafio

de semilla no fue significativa.
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Figura 4.11 Valores medios
(xES) de  atributos  de
Buglossoides arvensis segun las
diferentes posiciones en la planta
madre (UPM) (Ap: apicales, Ba:
basales) para la F1(2012) y la F»
(2013). A. Porcentaje de
emergencia B. Peso  del
pericarpio (mg). C. Perimetro
cotiledonal (mm). Letras
diferentes son estadisticamente
diferentes segun el test de Tukey
(0=5%).
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Figura 4.12 Medias (£ ES) del largo del hipocétile de Buglossoides arvensis para los casos donde
se encontrd significancia estadistica (p>0,05) debido a los tratamientos maternos ambientales: En
el 2012 segun la fertilizacion nitrogenada (N(0), N(+) y N(++): 0, 75 y 150 kg N ha™
respectivamente) y en el 2013 segun el régimen hidrico (H(0) y H(+): alta y baja disponibilidad

hidrica). Letras diferentes son estadisticamente diferentes segun el test de Tukey (0=5%).

4. 4 Discusion
4.4.1 Planta madre: plasticidad fenotipica

En el segundo afio de ensayo el estand de plantas logradas por UE fue muy superior al del
afio anterior (p<0,0001) (Tabla Il1.1), pudiendo haber generado competencia intra-especifica. Este
hecho explicaria la menor biomasa aérea y produccion de semillas. Lang et al. (2016) describieron
un efecto denso-dependiente en la produccién de semillas para esta misma especie, lo cual ha sido
reportado también en otras malezas (Mazer & Wolfe, 1992).

La respuesta fenotipica de las plantas madres ante la variacion de los recursos disponibles
fue muy significativa coincidiendo con lo observado en otras especies (Aarssen & Burton, 1990;
Schmid & Dolt, 1994). La fertilizacion nitrogenada incrementd la biomasa en la F; tal como lo
describe Bischoff (1999) en situaciones de competencia con el cultivo de trigo. El efecto hidrico
se evidenci6 de manera mas pronunciada tanto en la biomasa aérea como en la produccion
seminal, siendo menor en H(0). Como ya ha sido descripto para otras especies (Galloway, 1995;

Wright et al., 1999), bajo condiciones hidricas restrictivas las plantas presentan un ciclo de vida
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mas corto (crecimiento indeterminado, obs. pers.), lo cual acentuaria la disminucién de
produccién seminal bajo condiciones de estrés hidricos en zonas semiaridas.

El minimo nimero de semillas producidas por planta es mayor ante el aumento de recursos.
Cuando la especie se encuentra en ambientes pobres de nutrientes, posiblemente un tamafio adulto
pequefio no podria sostener el mantenimiento del desarrollo seminal y terminaria abortando. Sin
embargo, Galloway (1995) propone que un aumento en el transporte a los tallos vegetativos en
condiciones pobres de recursos podria decrecer el fitness y, contrariamente, en condiciones de
alta disponibilidad lo favoreceria. Si esta adaptacion fenotipica tiene valor adaptativo, es de
esperar que la descendencia manifieste estas variaciones en el tamafio de la planta resultante. Es
decir que las plantas provenientes de lugares ricos en recursos presenten un mayor desarrollo de
estructuras vegetativas que las provenientes de lugares pobres. Los resultados obtenidos en este
capitulo muestran que las plantas madres de la F, manifiestan un incremento en biomasa aérea
debido a la fertilizacion nitrogenada. Si bien se encuentran en el mismo ambiente nitrogenado que
sus progenitoras, podria inferirse un efecto asociado a la presion de la fertilizacion sobre la F..
Esto es valido dado que la respuesta a la seleccion es tipicamente mayor cuando los individuos

crecen en el mismo ambiente en el cual la seleccion es conducida (Galloway, 1995).

4.4.2 Atributos seminales

La mayor produccion de semillas registrada en la F; sugeriria que este atributo es denso
dependiente, dado el menor estand logrado en dicho afio. A si mismo, tanto el nimero como el
tamafio (exclusivamente en las basales) fueron afectados al variar el nivel de recursos,
coincidiendo con lo observado en otras especies (Luzuriaga et al., 2006; Vaughton & Ramsey,
1998). En todos los casos, las semillas basales presentaron mayores dimensiones tanto en
perimetro (p<0,0001) como en peso (p<0,0001) que las apicales. Estas variaciones pueden
deberse a los diferentes momentos de formacion durante la estacion de crecimiento. Otras
especies de crecimiento indeterminado manifiestan una reduccion en el tamafio seminal a medida
que avanza el ciclo productivo (Hendrix, 1984). En Buglossoides arvensis la floracion acropeta
da lugar a semillas basipetas que maduran antes, poseen un mayor tiempo de llenado llegando asi
a adquirir mayores tamafios en comparacion con las apicales. Es debido considerar que los
recursos para abastecer las semillas son limitados y la planta no puede aprovisionar a todas las
semillas al 6ptimo nivel (Vaughton & Ramsey, 1998). De todas maneras, surge la inquietud de si
las semillas apicales resultaron mas pequefias por menor cantidad de recursos disponibles o
debido a que las condiciones ambientales imperantes finalizaron el ciclo ontogénico de la planta
antes de que puedan llegar a su tamafio 6ptimo. Halpern (2005) propone que las variaciones en
los tamafios seminales pueden ser el resultado de la falta de control parental hacia este atributo.
Esta situacion puede presentarse cuando la planta debe enfrentarse a estreses ambientales o bien

estar dada por su propia arquitectura, genéticamente determinada, que le limitan el llenado
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igualitario de sus semillas. Ademas, pudieron haber sido las condiciones vivenciadas por las
mismas semillas, aqui no estudiadas, las generadoras de las variaciones en el tamafio. Semillas de
L. rigidum que se desarrollaron a mayores temperaturas presentaron pesos mas livianos
(Steadman et al., 2004) y en D. paniculatum se evidencié una variacion en el tamafio seminal
debido a los cambios ambientales en la temperatura, disponibilidad hidrica y en el fotoperiodo
dada la diferente estacionalidad de la floracién y la subsiguiente formacion de los frutos (Wulff,
1986a).

Asumiendo que el tamafrio de las semillas es influenciado tanto directa como indirectamente
por la disponibilidad de recursos, es de esperar una reduccion en el tamafio en condiciones de baja
disponibilidad hidrica y nutritiva dado que ambos factores afectan la tasa fotosintética (Wulff,
1986a). A su vez, las plantas con buen estatus hidrico siguieron elongando sus tallos por méas
tiempo dando lugar a mas flores y frutos, los cuales disminuyeron progresivamente de tamafio y
por ende aumentando la variacion en tamafio de la poblacion. Esta podria ser la causa por la cual
las semillas apicales de los tratamientos H(0) presentaron mayores tamafios que las de H(+). La
variacién en el tamafio de semillas dentro de una poblacion puede ser resultado de una evolucion
adaptativa si beneficia al fitness de los progenitores (Halpern, 2005). Al frenarse la produccion
de semillas bajo limitantes hidricas, no se generaron semillas muy chicas, las que darian lugar a
individuos de menor tamafio e incompetentes ante un escenario ambiental similar (Ver seccién
4.4.4).

4.4.3 Emergencia

Los porcentajes de emergencia a los seis meses de producidas las semillas fueron
Ilamativamente bajos, especialmente en el 2013 en donde no se llego a evidenciar ningln tipo de
diferencia debido a algun tratamiento materno. En el 2012, las semillas basales de mayor tamafio
respecto a las apicales germinaron mas, coincidiendo con numerosa bibliografia (Schaal, 1980;
Stanton, 1984; Weller, 1985; Wulff, 1986b; Hendrix & Trapp, 1992; Halpern, 2005). A su vez,
las semillas de madres fertilizadas emergieron mas que las provenientes de N(0), solo en los
tratamientos de alta disponibilidad hidrica. Este patron coincide con los resultados de germinacion
registrados a lo largo de la tesis, ademas de la abundante bibliografia citada. EI nivel hidrico en
H(0) pudo haber sido insuficiente para la asimilacién nitrogenada necesaria para manifestar
efectos sobre la emergencia.

La menor emergencia de las semillas apicales podria deberse al menor tamafio seminal y/o
a las diferentes condiciones ambientales, como temperatura y fotoperiodo, a las que fueron
expuestas durante su formacion (Honék & Martinkova, 2002). El fotoperiodo, durante la
maduracion seminal, es un indicador confiable de la estacionalidad influyendo en los niveles de
dormiciény por ende en la proporcion de progenie que germina y emerge en otofio 0 en primavera

y el remanente en el banco de semillas (Munir et al., 2001). Hay numerosos ejemplos del efecto
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de la maduracion diferencial en la planta madre sobre la germinabilidad, resultando en variaciones
en tiempo o espacio (Karimmojeni et al., 2014; Pizzorno et al., 2012; Ceccato et al., 2011; Hon¢k
& Martinkova, 2002; Munir et al., 2001; Lacey et al., 1997) como casos donde no se hallé
influencia alguna (Pizzorno et al., 2012; Howe & Richter, 1982).

Buglossoides arvense, al momento de germinar, se encuentra con un impedimento fisico
impuesto por las cubiertas seminales. En los ensayos aqui expuestos se notifica que al disminuir
el peso seminal se reduce tanto el peso del pericarpio como el porcentaje de germinacion. De
haber una influencia en la acumulacion de tejidos periféricos habria que analizar que sucede en
la zona micropilar. Dado que es Unicamente esta zona la perforada por la radicula para poder
germinar, aungue el pericarpio se espese y aumente mucho en peso, si esta zona no se ve afectada,
el incremento en peso no va a afectar de esta manera la germinacion. Otra posible razén por la
cual las basales emergieron antes, sugiriendo un menor nivel de dormicién, puede deberse a que
al madurar antes van experimentando un after-ripening en la planta madre (Longas et al., 2016).

Si semillas con distintos tamafios poseen diferentes requerimientos fisiologicos para salir
de la dormicidn, la especie puede aprovechar estratégicamente los diferentes escenarios que se
dan en un ambiente impredecible, germinando en diferentes momentos segln le sea conveniente
a cada individuo en particular (Khan & Ungar, 1984; Gardarin & Colbach, 2015). Estas
consecuencias en el establecimiento de la plantula, hacen que el tamafio seminal influya en la
habilidad de una especie de persistir en un habitat particular. Por lo tanto, el ambiente impondria
una seleccion sobre el tamafio de las semillas segln los distintos ambientes (Winn, 1988).

La germinacidn en otofio puede ser una seleccion ventajosa cuando el riesgo de mortandad
durante el invierno es bajo, permitiendo a la planta florecer antes en primavera o con un mayor
tamafio. Por el contrario, serd provechoso posponer la germinacion hasta la primavera si el riesgo
de mortandad en el invierno es alto (Munir et al., 2001). De aqui puede surgir la hipotesis de que
las semillas grandes daran plantulas de mayor tamafio que toleraran los frios invernales, pero no
asi las pequefias, por lo que su emergencia se pospone hasta la primavera. Sin embargo, habria
que evaluar que tan competentes son las plantulas mas pequefas resultantes en este periodo de

mayor estrés.

4.4.4 Atributos de la plantula

Como lo indica la bibliografia para numerosas especies (Schmid & Dolt ,1994; Howe &
Richter, 1982; Weller, 1985; Hendrix et al., 1991; Staton, 1984; Choe et al., 1988; Halpern, 2005;
Hendrix et al., 1991; Vaughton & Ramsey, 1998; Wulff, 1986b), el tamafio de la plantula se
relaciona con el tamafio seminal para B. arvensis. ElI perimetro cotiledonal respondi6 al
tratamiento nitrogenado, pero estas tendencias se desvanecieron al aplicar al tamafio seminal

como covariable, indicando la relacion directa que hay con este atributo. En cambio, las
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tendencias mostradas en el hipocétile respecto a TMA o a la UPM no fueron afectadas por el peso
seminal.

El peso del embrién aumento linealmente con el peso seminal y esto justifica el mayor
tamafio de las plantulas originales de las semillas basales. Este resultado sugeriria que la reserva
en semillas més grandes es mayor conteniendo mayores cantidades de nutrientes. De esta manera,
generar semillas de mayor tamafio implicaria un mayor costo, especialmente cuando las
condiciones ambientales nutritivas son limitadas (Vaughton & Ramsey, 1998).

Al poseer mayores reservas, las semillas de mayor tamafio podran emerger de mayores
profundidades. En Lithospermum caroliniense, cuyo fruto uniseminado es similar al de B.
arvensis, se obtuvieron los mismos resultados. Dado que no queda endosperma cuando la semilla
alcanza la madurez, Weller (1985) sugiere que el tamafio seminal es un buen indicador de la
capacidad de elongacion del hipocétile.

Desde el punto de vista ecoldgico y considerando que la semilla contiene un embrion y
reservas energéticas, las diferencias entre altas y bajas reservas puede explicar las disimilitudes
entre una planta vigorosa y una débil influyendo en su establecimiento (Howe & Richter, 1982;
Wulff, 1986a). El tamafio de la plantula esta correlacionado también con su supervivencia. En
general, plantulas de menor tamafio tienen mas chances de morir que sus hermanas de mayores
dimensiones. Sin embargo, este hecho va a depender del ambiente y el momento en que las

mismas emerjan (Wulff, 1986b).
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CAPITULO V

Efecto de la intensidad luminica sobre las

caracteristicas morfo-fisioldgicas de la descendencia en
semilla 'y plantula
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5.1 Introduccién

Al momento de evaluar el crecimiento y desarrollo vegetal bajo diferentes circunstancias
hay que considerar tres componentes (Huber et al., 1999). El primero es la estructura basica de
una planta o “proyecto de arquitectura (architectural blue print)”, atributo fijado
filogenéticamente que define los limites dentro de los cuales una especie puede responder bajo
diferentes factores bidticos y abidticos del ambiente. El segundo componente, la ontogenia, es la
suma de los estados de desarrollo y representa el componente dindmico del proyecto de
arquitectura. Por ultimo, el componente que afecta la forma de una planta es el ambiente, siendo
los cambios que produce conocidos como plasticidad fenotipica (Huber et al., 1999).

Frente a condiciones de sombreado, las especies vegetales pueden exhibir dos tipos de
respuesta: tolerancia o evasion (Smith & Whitelam, 1997). En las malezas, las respuestas
relacionadas a evitar el sombreado hacen a las estrategias competitivas influyendo en su ciclo de
vida y demografica poblaciénal. La plasticidad fenotipica en respuesta a las diferentes
intensidades luminicas se manifiesta desde el nivel sub-celular, a nivel de 6érgano hasta un nivel
superior afectando la arquitectura de la planta (Balaguer et al., 2001), tanto en procesos
fisioldgicos como en caracteristicas morfol6gicas (Smith & Whitelam, 1997). El fin de estas
respuestas se centra en conferir ventajas selectivas en diferentes habitats ecoldgicos (Franklin,
2008) y de esta manera incrementar el fitness del individuo al lograr capturar una mayor cantidad
de recurso luminico ante una condicion de limitacion (Brainard et al., 2005).

Dentro de los ejemplos de plasticidad fenotipica mas comdnmente observados se pueden
mencionar la particion diferencial de recursos entre las estructuras aéreas y subterraneas. Por lo
general, plantas crecidas bajo sombra en comparacién con luz plena transportan una proporcion
mayor de sus recursos a las partes aéreas (hojas y/o tallo) en detrimento de la subterranea
(Coleman et al., 1994). Como ejemplo, plantas de Quercus coccifera aumentaron el transporte a
los tallos en detrimento de las raices ante una reduccion del 80% de la intensidad luminica
(Balaguer et al., 2001).

Ante una menor disponibilidad luminica, la mayoria de las especies testeadas en la
bibliografia expresaron una reduccion de la materia seca, ya sea de toda la parte aérea y/o
subterranea o de algunos érganos en particular. Por ejemplo, en Abutilon theophrasti el peso seco
decrece linealmente con el incremento en sombreado (Bello et al., 1995). Plantulas de Impatiens
capensis redujeron cinco veces el peso seco ante una reduccion de la intensidad luminica del 94%
(Schmitt & Waulff, 1993). Plantas de Polygonum lapathifolium creciendo con un 20% de luz
expresaron menor biomasa total que sus pares desarrolladas en plena luz (Sultan, 2000). De
similar manera, tanto las rosetas como las plantas adultas de Campanulastrum americanum
presentaron una disminucién de hasta cuatro veces su tamafio en comparacion a plantas crecidas

en plena luz solar (Galloway & Etterson, 2009).
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En las plantas herbaceas, el sombreado puede alterar la arquitectura de la planta afectando
la iniciacién y el destino de los fotoasimilados, el tamafio y la estructura de los 6rganos. Ante una
abrupta reduccidn de la intensidad luminica al 4,3% se redujo la ramificacion lateral en Potentilla
reptans y Glechoma hederacea. En el primer ejemplo fue debido a una reduccidn pléstica en el
numero de meristemas disponibles para la produccion de ramificaciones y en el segundo en la
proporcién de meristemas por nudo que se diferenciaron en ramas (Huber et al., 1999).

La disminucion de la ramificacién es una respuesta comun en individuos desarrollados bajo
competencia, respuesta generalmente acompafiada por un incremento en la altura (Schmitt &
Wulff, 1993). La elongacion de los entrenudos es una respuesta comin al sombreado en
Arabidopsis sp. (Morelli & Ruberti, 2000), cuyo objetivo se basaria en elevar las hojas entre la
canopia superando la vegetacion circundante que la sombrea. De esta manera se incrementaria la
intercepcion de luz con un aumento del fitness (Franklin, 2008; Weinig, 2000a). Una situacién
analoga se ha observado en A. theophrasti (Weinig, 2000b) con el aumento del largo de los
hipocétiles cuando las plantulas emergen con limitantes luminicas o en los peciolos de Trifolium
repens ante el sombreado (Weijschedé et al., 2006). En Arabidopsis sp., una planta tipicamente
“shade-avoiding” (que evita el sombreado) se observan ambas respuestas, tanto la elongacion de
los peciolos como del hipocétile (Morelli & Ruberti, 2000).

Sin embargo, en otras especies se ha observado la respuesta contraria, disminuyendo la
altura junto con la disponibilidad luminica. Esto Gltimo se ha reportado para A. theophrasti (Bello
et al., 1995) y para C. americanum (Galloway & Etterson, 2009). Segun Galloway & Etterson
(2009) las especies que acostumbran crecer en ambientes de alta y uniforme luminosidad expresan
diferentes patrones de plasticidad respecto a las de ambientes mas sombrios. La respuesta de
elongacion para superar al sombreado de los vecinos seria tipica del primer tipo de habitat.

Tanto el nimero como la morfologia de las hojas suele ser un atributo altamente plastico
ante variaciones luminicas. Reducciones en nimero ante una menor luminosidad se ha citado para
A. theophrasti (Bello et al., 1995). En A. powelli se registré una menor velocidad de brotacién
por lo que las plantas llegaron a floracién con una menor cantidad de hojas (Brainard et al., 2005).

La generacion de hojas con una mayor area especifica (SLA: specific leaf area, cm? mg™),
es decir mas delgadas, pero de mayor area, es un patrébn comudn en ambientes sombrios. Su
explicacion ecoldgica estaria basada en la distribucion de los recursos disponibles a fin de
interceptar la mayor radiacién posible. Como ejemplo de este fendmeno se puede citar a C.
americanum (Galloway & Etterson, 2009), P. lapathifolium (Sultan, 2000) y T. repens
(Weijschedé et al., 2006). Una reduccion en la luz disponible generd la respuesta descripta en
hojas de Q. coccifera cuyo borde, a su vez, fue menos lobulado y la disposicion foliar (dngulo
respecto al tallo) también se vio afectado (Balaguer et al., 2001).

Ante una reduccion de recursos, es de esperar una reduccién en el output reproductivo

como se observd en C. americanum, quien redujo su produccion de frutos y semillas al
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desarrollarse en ambientes sombrios (Galloway & Etterson, 2007). A su vez, al disminuir en un
85% la luz solar incidente plantas de Polygonum hydropiper, P. lapathifolium, P persicariay P.
cespitosum disminuyeron su produccion de aquenios (Sultan, 2001). Datura ferox (Sanchez et al.,
1981) también redujo la produccion de semillas ante una reduccién del 50% de luz incidente.

La luz provee a las plantas informacion tanto espacial como temporal de su entorno
(Franklin, 2008). Las plantas reaccionan a esta informacion plasticamente. Esta plasticidad puede
ocurrir trans-generacionalmente si influyen en la expresion de caracteres de la progenie
(Galloway & Etterson, 2009). De esta manera, a través del ajuste fenoldgico de la descendencia,
por el efecto materno, esta informacion es transmitida a la siguiente generacion con el objetivo
de aumentar el fitness (Galloway, 2005). Abundantes estudios confirman que el ambiente
luminico maternal impacta sobre diferentes caracteristicas morfolégicas y fisiologicas de la
progenie principalmente durante los estadios juveniles. Este hecho no es llamativo dado que las
semillas se desarrollan en la planta madre vivenciando directamente el ambiente materno.
Ademas, especialmente las anuales, inician su desarrollo muy préximo en tiempo a la generacion
maternal (Galloway & Etterson, 2009).

Por lo tanto, las plantas pueden responder a las condiciones ambientales ajustando tanto su
fenotipo como el de su progenie mediante cambios en la cantidad y calidad del aprovisionamiento
seminal y la estructura o bioquimica de las cubiertas seminales y tejidos del fruto (Sultan, 2000).
Los ejemplos encontrados en la bibliografia para estos atributos arrojaron resultados variados.
Cuando a P. persicaria se le redujo la luz solar al 8%, las plantas produjeron semillas mas livianas
debido a que presentaban un pericarpio mas delgado (Sultan, 1996). De manera similar, P.
hydropiper, P. lapathifolium y P. cespitosum redujeron en un 35, 32, y 19%, respectivamente, el
peso de sus aquenios al desarrollarse bajo un 15% de la radiacion solar incidente (Sultan, 2001).
En Campanula americana la respuesta fue similar, bajo un ambiente materno de menor
disponibilidad luminica las semillas resultantes fueron relativamente chicas (Galloway, 2001).
Plantas sombreadas de A. theophrasti producen menos capsulas con menos semillas en
comparacion con plantas sin sombrear, aunque dichas semillas fueron mas pesadas (Bello et al.,
1995). A la vez hay casos, como en A. powelli (Brainard et al., 2005) o D. ferox (Sanchez et al.,
1981), en donde el peso permanece invariable. En Plantago lanceolata ni variaciones en la
cantidad como en la calidad de la luz alteraron el largo de las semillas (Van Hinsberg, 1998).

Las plantas también suelen responder a la competencia por la luz a través de cambios en el
nivel de dormicion de sus semillas. ElI aumento de la dormicién en semillas madurando bajo
sombra puede ser otra manera adaptativa de evitar el sombreado debido a que la germinacion bajo
ambientes competitivos podria reducir la probabilidad de la sobrevivencia de la plantula (Brainard
et al., 2005). Esta teoria es valida en aquellas especies donde el incremento en disponibilidad
luminica genera descendencia méas despierta como es el caso de P. lanceolata (Van Hinsberg,
1998) y A. powellii (Brainard et al., 2005).
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Sin embargo, esta respuesta parece depender de la especie, dado que en la bibliografia se
encuentran resultados diversos. Bello et al. (1995) describieron una reduccion en la germinacion
de semillas provenientes de madres sombreadas en A. theophrasti. Del mismo modo, Pizzorno et
al. (2012), Sultan (1996) y Sanchez et al. (1981) observaron una disminucién en el nivel de
dormicién de Helianthus annus, P. persicaria y D. ferox respectivamente, ante una reduccion en
la radiacion incidente durante la formacion de las semillas. Este hecho los autores lo atribuyeron
en ambos casos a diferencias en las cubiertas que imponen la dormicién. EI ambiente luminico
donde se generaron semillas de C. americana influy6 en la estacion donde luego expresaron
mayores porcentajes de germinacion; siendo en otofio cuando las plantas madres crecieron
expuestas a la luz solar y en primavera cuando fueron sombreadas (Galloway, 2005).

El ambiente luminico de plantas madres influye en la morfologia de las plantulas. Muchas
veces es una consecuencia indirecta, dado que al influir en el tamafio seminal luego determina el
tamafio de la plantula resultante (ver capitulo 1V). Sin embargo, hay bibliografia que describe un
efecto directo del ambiente maternal sobre la descendencia. En P. persicaria no se evidenciaron
variaciones en el total de la biomasa de plantulas derivadas de madres crecidas bajo alta o baja
intensidad luminica, pero las raices de las plantulas de baja intensidad fueron mas cortas,
sugiriendo un mayor transporte al hipocoétile (Sultan, 1996). Plantulas de A. theophrasti
provenientes de plantas crecidas en campos de maiz generaron hipoc6tiles mas largos que
plantulas cuyos progenitores provenian de campos naturales. Dado que esta maleza emerge junto
con el maiz, se trataria de una estrategia para evitar su sombreado en los estadios iniciales
(Weinig, 2000a).

El principal objetivo del presente trabajo fue estudiar el efecto que diferentes intensidades
luminicas recibidas por las plantas madres tuvo sobre la progenie, medido a través de los cambios
en las caracteristicas morfo-fisiologicas de las semillas y plantulas. Se realizaron estudios
complementarios para evaluar también la biomasa aérea de las plantas madres y la posible

relacion entre dichas variables.

5.2 Materiales y métodos
5.2.1 Origen del material

Semillas de B. arvensis fueron recolectadas al momento de su dispersion natural en
diciembre dos afios consecutivos, 2011 y 2012, en campos de avena (Avena sativa L.) de la
estacion experimental del INTA-Bordenave (37°50°55”S, 63°01°20”W), Buenos Aires,
Argentina. Los propagulos fueron almacenados en bolsas de papel bajo condiciones de laboratorio

(20 = 2 °C) hasta el momento de establecer los ensayos a campo.
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5.2.2 Produccion de las plantas madres

En agosto de 2012 y luego en julio de 2013, se realizaron las siembras de B. arvensis para
generar descendencia bajo tres condiciones de intensidad luminica. Se sembraron 250 semillas
(0,150 g) por unidad experimental (1 m?) a una profundidad de 2 cm.

Desde el estado de plantula, las plantas madres se sometieron a diferentes Tratamientos
Maternos Ambientales (TMA) consistentes en tres Intensidades Luminicas Maternales (ILM) (Al:
Alta Intensidad (luz solar directa); MI: Media Intensidad (37% sombreado neutral) y Bl: Baja
Intensidad (76% sombreado neutral). Para lograr este gradiente, las unidades experimentales
fueron cubiertas con una estructura de metal envuelta en rompe vientos y media sombra (para
lograr los tratamientos de M1 y Bl respectivamente). En ambos afios, la cantidad media de fotones
incidentes (PFD) fue de 1068 (Al), 669 (MI) y 255 (Bl) umol m™ s™. Dichas mediciones se
realizaron semanalmente entre las 11:00 A.M. y 1:00 P.M., con un radiémetro (BAR-RAD 100,
Cavadevices, Argentina). La temperatura del suelo en cada tratamiento fue registrada mediante
ibuttons (Thermochron Ibutton, Maxim-Dallas, Int prod) y la humedad con un acuimetro
dieléctrico (Decagon Devices, Inc®). Se siguié un modelo completamente aleatorizado con tres
réplicas.

Las unidades experimentales se encontraban distanciadas a 1,5 m evitando el sombreado.
Se aplic6 un riego complementario por goteo para evitar condiciones de extrema sequia. Se

efectué desmalezado manual para evitar la competencia interespecifica.

Figura 5.1 Generacion a
campo de las plantas
madres  con  distitas
condiciones de sombredo

siguiendo un DCA.

La primera semana de enero tanto en la campafia 2012-2013 como en 2013-2014, las
semillas maduras fueron cosechadas manualmente. Paralelamente, se tomaron aleatoriamente de
cada unidad experimental, cinco de las 50 plantas logradas por m? (pseudoréplicas) (PMS: Plantas
Madres Seleccionadas) dando un total de 45 (3 TMA * 3 réplicas * 5 pseudoréplicas). Las semillas
de cada PS de las diferentes ILM fueron utilizadas para la cuantificacién de las correspondientes
caracteristicas (ver seccion semillas). Se formaron tres pooles de semillas, uno por ILM, con la

produccion de las plantas remanentes.
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5.2.3 Biomasa aérea de las plantas madres (solo 2014)

Al finalizar el segundo afio experimental (enero del 2014), se estimé la biomasa aérea de
las 45 PMS (correspondientes a los diferentes ILM). Se tomaron los valores del peso seco total
(PS) (60 °C por 72 hs), el largo de tallos (L) (suma del tallo principal mas las ramificaciones) y
se calculd la relacion PS/L.

5.2.4 Caracteristicas de las semillas

Peso
Se estimo el peso de mil semillas (Pio00) por cada ILM. Para lo cual se pesaron en una

balanza analitica (x 0,0001 g) seis muestras de 100 semillas por intensidad luminica.

Tamafio y forma
De cada PMS se tomaron manualmente al azar cinco semillas (S), se secaron al aire y fueron
cuidadosamente identificadas (N = 225 semillas por afo). El peso fresco fue estimado con una
aproximacién del 0,1 mg usando una microbalanza. El contenido de agua a cosecha fue 6% (dwd).
Cada S fue medida con un micrémetro digital registrando el ancho (medido en la seccion
mas ancha de la semilla) y el largo. La forma de la semilla fue evaluada segln el IF y el tamafio

por la estimacion del perimetro como se detall6 en el capitulo IV.

5.2.5 Caracteristicas de las plantulas (solo para 2014)

Emergencia

Las 225 CS (5 S * 45 PS), cosechadas en enero de 2014, fueron utilizadas en un ensayo de
emergencia bajo condiciones de laboratorio con el fin de evaluar posibles relaciones entre
caracteristicas fenotipicas de las plantulas y los ambientes luminicos maternales (i.e. MLI) y/o las
caracteristicas seminales de las semillas provenientes de cada MLI.

El ensayo de emergencia se realiz en camara de crecimiento a temperatura 6ptima de 15
°C (Chantre et al., 2009b), bajo oscuridad y siguiendo un disefio experimental completamente
aleatorizado. Las semillas fueron sembradas a 1,5 cm de profundidad en plantineras con perlita.
Se utiliz6 agua desmineralizada para mantener himedo el sustrato.

La emergencia fue monitoreada diariamente durante 30 dias bajo luz verde. Dicha luz
permiti6 minimizar la actividad fotosintética cotiledonal. Las plantulas fueron consideradas
emergidas cuando los cotiledones alcanzaban la superficie del sustrato.

Al final del ensayo, todas las plantulas no emergidas fueron chequeadas por la presencia
de la radicula y fue testeada la viabilidad en las semillas no germinadas. Dichas semillas fueron

consideradas viables si soportaban una presién moderada de férceps (Borza et al., 2007).
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La proporcién de plantulas emergidas fue calculada sobre el total de semillas viables. El
tiempo medio de emergencia se determind segin Milberg et al. (1996). Los porcentajes finales

de emergencia y sus tasas fueron calculadas para la descendencia de cada tratamiento materno.

Tamano y forma de las plantulas
El tamafio de las plantulas de B. arvensis fue estimado sobre el largo del hipocétile y el
largo y ancho (y relacion) de los cotiledones, a los cinco dias de la emergencia, medidos con un

micrometro de igual manera que en capitulo IV.

Peso del pericarpio y del embridn.

Al finalizar el ensayo de emergencia, el pericarpio (tejido materno) de cada S fue
cuidadosamente separado del embrion/cotiledon y secado a estufa (60°C) durante 48 horas. El
peso seco del pericarpio fue pesado con una aproximacién del 0,1 mg. El peso del embrién fue

estimado sustrayéndole el peso del pericarpio al peso inicial de cada semilla (ver seccion 4.2.8).

5.2.6 Analisis estadisticos

Biomasa aérea de las plantas madres y produccion de semillas

Los datos de A, L y A/L se testearon con analisis de varianza (ANAVA) anidado seguido
por test de Tukey's (p<0,05). La produccion de semillas en ambos afios (2013 y 2014) fue
comparada utilizando ANAVA doble seguida por Tukey's test (p<0,05). Para cumplir con el

supuesto de homocedasticidad, todas las variables sufrieron transformacion logaritmica.

Caracteristicas de las semillas descendientes

El peso de mil fue analizado mediante ANAVA doble para poder observar el efecto del afio
de produccioén (YP) (2013 y 2014) y los tratamientos maternos (ILM). La transformacion de los
datos no mejoré la homocedasaticidad por lo que los ANAVA se realizaron con la informacion
sin transformar. Luego se corrieron test de Tukey's (p<0,05).

El anélisis de la varianza anidado se llevo a cabo con los datos de la forma seminal
obtenidos de un total de 90 plantas (3 ILM * 3 réplicas * 5 pseudoréplicas * 2 afios) testeando la
contribucién relativa entre y dentro (entre repeticiones y entre plantas en cada unidad
experimental) los tratamientos maternos. Todas las variables fueron transformadas con logaritmo
antes de realizar los analisis. Posibles diferencias entre ILM y AP sobre las caracteristicas de las
semillas fueron testeadas con ANAVA doble seguido por test de Tukey. Las interacciones
significativas fueron re analizadas con ANAVA simple sobre cada efecto principal (afio). Se
realizaron analisis de covarianza utilizando el nimero de semillas producido por planta como

covariante,
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Caracteristicas de las plantulas

Las tasas y porcentajes finales de emergencia se analizaron con ANAVA seguido por test
de Tukey. Como la transformacién de los datos no mejor6é la homocedasticidad, los datos se
evaluaron sin transformar. Se utilizaron andlisis de regresion para detectar posibles relaciones
entre el tamafio o el peso de la semilla, la tasa y la emergencia acumulada (Milberg et al., 1996).

Las variables de tamafio y forma de las plantulas (i.e. largo de hipocétile, ancho cotiledonal,
largo y su radio) tanto como el peso del pericarpio y el embrion se analizaron con ANAVA 'y test
de Tukey’s. Solo P/L necesitd ser transformado logaritmicamente para cumplir con el supuesto
de homocedasticidad. Se realizaron andlisis de regresibn para examinar relaciones entre

caracteristicas de las plantulas y de las semillas.

5.3 Resultados
5.3.1 Atributos de las plantas madres

En la mayoria de las caracteristicas analizadas B. arvensis expresa plasticidad fenotipica
respondiendo al gradiente de luz (i.e. 100, 60 y 20% PFD). La biomasa aérea de las plantas madres
se redujo al decrecer la intensidad luminica incidente. Tanto el peso como el largo de los tallos
fue mayor para Al en comparacion con Ml y Bl (Figura 5.2A-B), mientras que la relacién PS/L
mostré una reduccion progresiva (Figura 5.2C). Si bien la arquitectura de las plantas madres
generada bajo los diferentes TMA no fue evaluada, las plantas desarrolladas en Bl casi no
ramificaron difiriendo de Al y Ml.

La produccion de semillas por planta y el peso de mil fueron mayores en 2013/14
comparado con 2012/13 independientemente del TMA (Figura 5.3-4). No se observo interaccion
entre ILM * AP (p=0,46). Ambos afos la cantidad de semillas producidas en los diferentes
ambientes sigui6 la misma tendencia, produciendo MI una mayor cantidad que Bl (p<0,05).

Individualmente para cada ILM, andlisis de covarianza utilizando la transformacion
logaritmica de la relacion PS/L aéreo (p=0,0257) como covariable mostré que las plantas de
mayor tamafio produjeron méas semillas (b=1,12). Paralelamente, el efecto de la intensidad

luminica continud siendo significativo (p=0,01).
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Figura 5.2 Medias re-transformadas (+ ES) de A. largo de tallo, B. peso seco aéreo y C. relacién
PS/L por planta para las tres intensidades luminicas maternales (ILM) siendo Al: alta (PFD: 1068
umol m? s™), MI: media (PFD: 669 pmol m? s™) y BI: baja intensidad (PDF: 255 pumol m™ s™)

para la estacion de crecimiento 2013-2014.
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Figura 5.3 Medias re-transformadas de la produccion seminal por planta para los tres ambientes
luminicos maternales (ILM): Al (alta intensidad), MI (media intensidad) y Bl (baja intensidad)
para las estaciones de crecimiento 2012/13 y 2013/14. Barras con la misma letra no son
estadisticamente diferentes segin el test de Tukey (0=5%). Las letras mayusculas indican

diferencias ente afios mientras que las minusculas entre ILM dentro de cada afio.
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5.3.2 Caracteristicas de las semillas

Una interaccion de primer orden fue observada entre ILM * AP para la variable de peso de
mil semillas (Figura 5.4), por lo que se realizaron ANAVAS independientes para cada AP. En
ambos afios, 2012/13 (p=0,0004) y 2013/14 (p=0,0002), diferencias significativas en el peso de
mil fueron observadas entre ILM. El peso seminal tendi6 a incrementarse con el régimen luminico
(Figura 5.4), siendo notorias las diferencias entre Al y Bl en ambos afios (p<0,05). Cuando se
analizo el peso individual de las SC los resultados fueron similares: un mayor peso en el segundo
afio (p<0,0001) y la tendencia de incrementar el peso al aumentar el régimen luminico, aunque
este resultado no fue estadisticamente significativo (p=0,2163).

Como se observa en la Tabla 5.1, las variables morfométricas de las semillas no mostraron
interaccién entre ILM y el AP. Las variables medidas no fueron afectadas por ILM. Sin embargo,
el ancho, largo y perimetro seminal expresaron diferencias altamente significativas entre afios. El
IF permaneci6 invariable debido al ILM o AP (p>0,05). Los analisis de ANCOVA revelaron que
la produccion media de semillas por planta no causé influencia alguna sobre los atributos

seminales evaluados (p>0,05).
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Figura 5.4 Peso medio (+ES) de mil semillas (P1000) €n gramos, para cada régimen de intensidad
luminica maternal (ILM): Al (alta intensidad), M1 (media intensidad) y Bl (baja intensidad) para
las semillas de Buglossoides arvensis cosechadas en enero del 2013 y 2014. Barras con la misma
letra no son estadisticamente diferentes segln el test de Tukey (0=5%). Las letras mayusculas

indican diferencias ente afios mientras que las minusculas entre ILM dentro de cada afio.

Maria de las Mercedes Longéas



110

Tabla 5.1 Valores F para las variables de forma de las semillas SC de Buglossoides arvensis
provenientes de diferentes regimenes de intensidad luminica (ILM) y afios de produccion (AP).
Las variables fueron transformadas con logaritmo en base 10 previo al andlisis estadistico de

ANAVA.

Atributo seminal ILM * AP ILM AP
Largo (W) 1,13™ 1,39"™ 35,40%*
Ancho (L) 1,37™ 1,72" 34,12%*
IF 1,7 1,28" 7,76**
Perimetro 0,9™ 1,98™ 32,11**
Peso 1,81™ 1,88" 19,19%**

5.3.3 Patrones de Emergencia

Los porcentajes finales de emergencia difirieron significativamente segin el TMA (p=0,02)
siendo mayor para las descendientes de madres sombreadas en comparaciéon a las plantas
expuestas a plena luz solar (Figura 5.5A). Los requerimientos de tiempo térmico para la
emergencia no han podido ser calculados debido a que las semillas derivadas de Al emergieron

en un porcentaje demasiado bajo.
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Figura 5.5 Porcentajes acumulados de emergencia de plantulas de Buglossoides arvensis durante
un periodo de incubacion de 30 dias. Las semillas fueron obtenidas de plantas madres sujetas a

diferentes intensidades luminicas (ILM siendo Al: alta, MI: media y Bl: baja intensidad).
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La viabilidad entre TMA mostrd diferencias estadisticas (p=0,0012). Las semillas
originadas de la intensidad luminica media presentaron los mayores porcentajes, siendo las de la

alta intensidad las que presentaron los menores (Figura 5.6).
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No se observaron diferencias estadisticamente significativas en el peso del pericarpio
entre ILM. El pericarpio proporciond la mayor proporcion del peso total de la semilla variando
entre ILM (p<0,05): 63, 60 y 56% para Al, M| y BI respectivamente.

5.3.4 Caracteristicas de las plantulas

La forma del cotileddn (relacion A/L) no manifestd variaciones consistentes respecto del
MLI (p=0,105) pero si fue afectado el ancho (p=0,04), el largo (p=0,01) y el perimetro resultante
(p=0,01) siguiendo siempre la misma tendencia: AI>BI>MI (Figura 5.7A). El largo del hipocétile
también mostr6 diferencias estadisticamente significativas (p=0,0038) respecto de ILM (Figura
5.7B). No se encontraron correlaciones entre el porcentaje o tasa de emergencia y el perimetro

seminal, peso seminal, peso del pericarpio o peso del embridn.

101 801 b b
b
A ab B p—
o - a -
= ~ 81 X a
o o E
o E = 601
£ € 2 £ 1
2 = - E 2
o © IS
o S o S 40
s o .- o ©
“E’ 2@ > =
£ 5 = <
= 3 4 g 201
o 21 kel
0 0 &
?\ Q\ Q7\ v~\ ®\ Q)\
ILM ILM

Figura 5.7 Datos re transformados de las medias (£ES) de las plantulas descendientes de semillas
generadas bajo diferentes regimenes de intensidad luminica (ILM siendo Al: alta, MI: media y
Bl: baja intensidad) correspondientes a A. perimetro cotiledonal y B. largo del hipocotile por

planta.
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5.4 Discusién

Queda expuesto, en base a los resultados obtenidos, que diferentes regimenes de intensidad
luminica durante el crecimiento y desarrollo de B. arvensis inciden en caracteristicas
morfométricas de las plantas, sus semillas y las plantulas que se originan a partir de ellas.

En las plantas desarrolladas bajo la menor intensidad luminica la biomasa aérea fue menor
y no se observaron casi ramificaciones coincidiendo este resultado con lo observado en A.
theophrasti (Bello et al., 1995) y P. lapathifolium (Sultan, 2000). Esta menor biomasa aérea
registrada en los tratamientos de menor intensidad luminica puede deberse tanto a un efecto del
sombreado sobre la tasa del desarrollo ontogénico, como a una menor tasa de crecimiento
(Coleman et al., 1994; Galloway & Etterson, 2009), como a una supresion plastica o retraso de la
ramificacion, fendmeno observado en varias especies ante diversas condiciones ambientales
(Huber et al., 1999).

Las condiciones ambientales (i.e. temperatura media del aire y la precipitacion) fueron muy
similares entre afios (informacién no mostrada). Por lo tanto, se infiere que las diferencias entre
afios, en cuanto a la produccion de semillas, pueden atribuirse a una siembra mas temprana y por
ende a una emergencia mas temprana durante 2013. Como consecuencia, las plantas desarrollaron
una fase vegetativa mas larga dando lugar a una mayor biomasa y produccién de semillas. En
ambos afos, la produccion de semillas por planta fue mas alta para el régimen de Ml (Figura 5.3).
Sin embargo, para el afio en que se analizé la biomasa de las madres, tanto el largo como el peso
medio aéreo por planta fue significativamente menor en MI comparado con Al (Figura 5.2A-B).
Basandose en estos resultados, se puede inferir diferencias en la asignacion de recursos bajo los
regimenes de intensidad luminica evaluados.

Para B. arvensis, el aumento en la produccidon de semillas por planta puede ser considerado
una estrategia de adaptacion a sitios semi-sombreados bajo condiciones de ambientes semiaridos
asegurando, de esta manera, una reposicion de semillas en el banco para la siguiente temporada.
La longevidad de las semillas de B. arvensis en el suelo es relativamente corta (1 a 3 afios)
(Chantre et al., 2009a), por lo que una continua reposicion genera un banco persistente de corta
duracion (sensu Bakker et al., 1996).

Por otro lado, Galloway & Etterson (2007) expresan que la plasticidad trans-generacional
en C. americanum, es adaptativa cuando la progenie crece en el mismo ambiente luminico que
sus progenitores. EI material original con que se generaron cada afio las plantas madres, fue
obtenido bajo condiciones de competencia interespecifica con avena. La mayor produccion de
semillas observada cada afio en el tratamiento M1 podria tratarse de un efecto materno adaptativo,

si es que la limitacion en la cantidad de luz que le generaba la avena fue similar a la de MI.
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El peso de mil semillas mostré una tendencia similar en 2012 y 2013 (Figura 5.4) con

valores de pesos mayores en 2013, probablemente debido a la fase vegetativa mas larga con un
mayor suministro de recursos durante la formacién, como se menciond en la seccién 5.3.1.
A pesar de las diferencias entre afios, la variable “peso de mil” fue menor en el régimen BI
comparada con el control Al (Figura 5.4). Similares respuestas se observaron para P. persicaria
(Sultan, 1996) y C. americana (Galloway, 2001). Por el contrario, A. theophrasti (Bello et al.,
1995) mostré una relacion negativa entre el peso de las semillas y el nivel de luz materno. El
perimetro no mostro diferencias estadisticas respecto al TMA indicando que el peso es un mejor
indicador de la calidad seminal.

Es interesante notar que las plantas generadas bajo MI produjeron muchas mas semillas
que las desarrolladas en otras intensidades luminicas. El peso de las semillas no siguié ese
comportamiento, sino que decreci6 con el sombreado sin manifestar diferencias en el perimetro
debido al TMA. Ademas, no se evidencio el tipico trade-off entre cantidad y tamafio seminal,
observado en el capitulo anterior para otros factores ambientales (Leishman, 2001), resultado que
concuerda con el reportado por Galloway (2005). Esto ultimo puede deberse a la plasticidad en el
suministro de recursos, como se menciono arriba.

Las dimensiones seminales no fueron influenciadas por ILM pero si por AP (Tabla 5.1)
siendo ambas dimensiones (L y A) mayores en las semillas producidas en el 2013 en comparacion
al 2012. Este resultado concuerda con el mayor peso obtenido en 2013. Independientemente del
afio, el IF permaneci6 invariable manifestando este caracter su nula plasticidad. El pericarpio no
vario consistentemente con los regimenes de TMA, contrariamente a los resultados expuestos por
Sultan (1996) quien trabajo con P. persicaria.

Como se observa en la figura 5.5, tanto el porcentaje final de emergencia como la tasa de
emergencia fue claramente influenciadas por las diferentes intensidades luminicas. Se obtuvieron
los valores de 84, 69 y 37% para Bl, Ml y Al respectivamente. Ademas, como se observa en la
Figura 5.6C, que el largo del hipocotile de las plantulas resultantes de los tratamientos con
restricciones luminicas fuero 1,3 veces mayor que el testigo Al.

Considerando que B. arvensis presenta dormicion fisiologica primaria (Chantre et al.,
2009a), el balance hormonal entre el &cido giberélico y el abscisico es la fuerza principal que
define la salida de la dormicién y la germinacion (Ni and Bradford, 1993). Franklin (2008)
menciona el efecto estimulador en el crecimiento por parte de GAs, en plantulas sombreadas como
requisito, pero no el Unico, para el crecimiento del hipocétile. Aparentemente, el sombreado
podria contribuir a la degradacion de DELLA, una familia de proteinas represoras del crecimiento,
mediadoras en el camino de la sefializacion de GAs, permitiéndole a las hormonas superar esta
restriccion. Por lo tanto, se podrian visualizar dos efectos principales de las giberelinas (i) un
efecto favorable en el crecimiento del hipocétile y (ii) un efecto promotor en la superacién de la

dormicién primaria. Se hipotetiza asi que como resultado de la reduccion del régimen de luz en
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la planta madre podria incrementarse el nivel de GAs de origen materno, favoreciendo la
superacion de la dormicién y una emergencia mas veloz. De hecho, al finalizar el ensayo de
emergencia, el 96% de las semillas sembradas eran viables. Este resultado es consistente con el
comportamiento de otras especies (Bello et al., 1995; Pizzorno et al., 2012; Sultan, 1996 y
Sanchez et al., 1981) pero difiere del de otras (Brainard et al., 2005; Van Hinsberg, 1998)
confirmando la existencia de otros mecanismos de sefializacion involucrados en las respuestas al
evitar el sombreado (Franklin, 2008).

Bajo condiciones de sombreado, y desde una perspectiva ecoldgica, una emergencia mas
temprana sumada a un hipocétile mas largo, podria claramente favorecer el establecimiento rapido
de la plantula, con una mayor probabilidad de capturar recursos naturales limitantes bajo
competencia inter-especifica. De esta manera, se prolonga el tiempo disponible para la
acumulacion de biomasa y la posibilidad de ganar en altura a los vecinos con el fin de tomar
ventaja en la captura de luz, con el resultado final de incrementar el fitness (Franklin, 2008;
Weinig, 2000a). Evitar el sombreado es una de las estrategias competitivas mas importantes que
poseen las plantas durante todo el ciclo de vida, manifestandose desde la germinacién hasta la
floracion (Smith & Whitelam, 1997).

Si las condiciones ambientales son predecibles entre generaciones, los efectos maternos
ambientales representan un mecanismo por el cual la planta puede ajustar el fenotipo de su
progenie para aumentar su éxito adaptativo en el ambiente en el que probablemente se encuentre
(Galloway, 2005). Si bien, la regién semiarida bonaerense se caracteriza por ser climaticamente
impredecible, el sombreado vivenciado por las plantas de B. arvensis que crecen junto a un
cultivo, serd de seguro muy similar al que experimentaran sus descendientes en la proxima
campafia, si es que se repite el cultivo.

La caracterizacion de la respuesta de las malezas al sombreado es critica para mejorar el
entendimiento de la competencia, la interaccion cultivo-maleza y la dindmica poblacional de la
maleza (Brainard et al., 2005). Los resultados de este capitulo pueden ser utiles para la
elaboracién de futuros modelos predictivos de la emergencia de B. arvensis en relacion al
ambiente maternal, interactuando con el cultivo. Por ejemplo, Gardarin et al. (2012), disefiaron
un modelo multi-especie de emergencia correlacionando la dormicién con el peso seminal. De
manera similar, diferentes relaciones entre caracteristicas de las semillas y las plantulas pueden
ser desarrollados en futuros estudios.

Los efectos de la calidad luminica no pueden ser discutidos sin ser diferenciados de los
causados por los efectos de la intensidad luminica y viceversa (Smith, 1982). Dado que las
diferencias encontradas entre los tratamientos sin y con los regimenes de sombra reflejarian las
respuestas a la irradiacion (Weing, 2000a), otro aspecto importante relacionado con el ambiente

luminico maternal que requiere futuros estudios en B. arvensis es el efecto que genera la calidad
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de luz debido al sombreado del canopeo (R:FR ratio) (Schmitt & Wulff, 1993; Smith & Whitelam,
1997).
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CAPITULO VI

Discusion general
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La presente tesis se enfoco en la plasticidad inter-generacional basandose en la hipotesis
de que los efectos maternos pueden proveer una adaptacion fenotipica a los ambientes locales
(Galloway, 2005). La plasticidad adaptativa se evalud para tres factores ambientales: (i)
fertilizacion nitrogenada; (ii) disponibilidad hidrica y (iii) régimen de intensidad luminica.

La principal ventaja de los fertilizantes nitrogenados es la de incrementar el crecimiento y
produccién de los cultivos. Sin embargo, produce un efecto secundario en la estructura y
desarrollo de las comunidades de malezas. La intensidad de las consecuencias que el nitrdgeno
ejerce en los componentes poblacionales de dichas malezas va a depender de las variables
ambientales, tales como disponibilidad hidrica, temperatura, entre otras (Mahn, 1988). Por otro
lado, en héabitats disturbados como son los campos agricolas, el ambiente de la planta se
caracteriza por una heterogeneidad tanto espacial como temporal, siendo la distribucién de
nutrientes muy irregular y sitio especifica (Miao et al., 1991). Para entender la respuesta de las
comunidades ante diferentes aplicaciones nitrogenadas, es necesario investigar los efectos
directos e indirectos a largo plazo (Mahn, 1988).

En los ecosistemas semiaridos, los recursos ambientales, como el agua, los nutrientes del
suelo y la biomasa de las plantas, atraviesan tipicamente periodos de alta y baja abundancia.
Periodos cortos ricos en recursos son generalmente desencadenados por la precipitacion
(Schwinning & Sala, 2004) cobrando interés el entendimiento de la competencia cultivo-maleza.
Las transformaciones bioquimicas y bioldgicas asociadas a la disponibilidad hidrica, pueden ir
desde la liberacidn rapida del nitrogeno por los microorganismos del suelo (Schwinning & Sala,
2004) hasta cambios fisiol6gicos en las plantas en desarrollo.

Segun Thoday (1953), un grupo de individuos cuya flexibilidad fenotipica o plasticidad
presenta un ajuste perfecto es debido a que posee una estabilidad genética tal que puede funcionar
en todos los ambientes posibles, enfrentado asi, cualquier cambio ambiental. Este hecho
justificaria la adaptacion de la especie en estudio al ambiente semiarido bonaerense considerado
como un ambiente ampliamente impredecible. Es justamente en ambientes variables, donde la
seleccion presiona a favor de individuos que desarrollen diferentes fenotipos para poder
amortiguar los cambios ambientales (Thoday, 1953).

Los resultados expuestos en la presente tesis reflejan parte de la plasticidad fenotipica de
Buglossoides arvensis, especialmente a traves del efecto materno, herramienta con la cual se
adapta al ambiente venidero.

Diferentes ambientes maternos causaron variaciones en el nivel de dormicién primaria de
las semillas de B. arvensis corroborandose la primera hip6tesis propuesta (Ver seccion 1.5).
Coincidiendo con lo expuesto por Fenner (1991) para otras especies, tanto una disponibilidad
hidrica reducida como un nivel elevado de nitrégeno en el suelo durante el desarrollo seminal,
incrementaron la germinabilidad de la progenie. Este hecho pudo ser cuantificado, segln lo

hipotetizado, mediante el uso de modelos de tiempo térmico (Chantre et al., 2009b). Entre los
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parametros evaluados, el tiempo térmico sub-6ptimo requerido para germinar fue levemente
menor para las semillas provenientes de plantas que estuvieron expuestas a estrés hidrico y no
mostré diferencias significativas asociadas al régimen nitrogenado. En cuanto a la temperatura
media maxima de germinacion los resultados fueron muy contundentes, manifestando mayores
valores (p<0,0001) tanto para el menor régimen hidrico como para el incremento en la
fertilizacion nitrogenada. Esto indicaria que los factores ambientales evaluados no influyeron en
la cantidad de grados térmicos por dia que requieren acumular las semillas para germinar, pero si
modificaron la ventana donde puede efectuarse dicho proceso, amplidndola al derivar de
ambientes de disponibilidades reducidas de agua y/o elevadas de nitrégeno.

Los resultados obtenidos indican que, ante un periodo de escasas precipitaciones,
escenario muy factible en la zona semiarida, o ante una fertilizacion nitrogenada, situacion comin
en cualquier cultivo o verdeo que se produzca en la zona, la descendencia de las semillas
producidas de B. arvensis incrementara su temperatura maxima de germinacion (menor dormicién
que el testigo). Este hecho aumentaria la probabilidad de que un porcentaje méas elevado de las
semillas recientemente incorporadas al banco, germinen desde mediados de febrero a mediados
de marzo (fines del verano). Una presencia anticipada de malezas compitiendo requerira un
replanteo de las aplicaciones de herbicidas. Opciones de manejo quimico, tanto para un verdeo
como para un cultivo de invierno, incluyen el uso de sulfonilureas (Georgiev & Delchev, 2016;
Richner, 2014; Istilart & Yanniccari, 2013) durante el barbecho, dado que proporciona
residualidad y evitaria la implantacion de las primeras cohortes de B. arvensis, o una aplicacién
post-emergente sobre cereales de invierno con algln herbicida selectivo, como ser carfentrazone-
etil en mezcla con MCPA amina (CASAFE, 2015). Sin embargo, las condiciones agroclimaticas
y econdmicas inherentes a una region semiarida hacen que las decisiones de manejo deban ser
tomadas sobre la marcha sin permitir la existencia de “recetas fijas” que garanticen resultados
satisfactorios.

Modelos cuantitativos vinculados con el tiempo térmico fueron ampliamente utilizados
para analizar los efectos de la temperatura sobre la germinacion de cultivos y malezas. Su
principal utilidad radica en el modelado de la interaccion entre ambas poblaciones de individuos
(Trudgill et al., 2005). Estas relaciones son muy dinamicas y numerosos factores pueden inducir
cambios en el comportamiento poblacional, especialmente de las malezas, los que pueden
impactar de manera importante al momento de determinar la realizacién de alguna labor a campo.
Estudios que proporcionen datos que complejicen las entradas de estos modelos, son necesarios
para poder obtener una mejor prediccion a campo. En la presente tesis solo se evaluaron los
efectos de la disponibilidad hidrica y nitrogenada, factores ampliamente variables en la region de
estudio. Sin embargo, considerando que diversas variables influyen en la dormicién y emergencia
de las malezas a campo, seria importante realizar estudios sobre los efectos maternos asociados a

la temperatura, fotoperiodo, asi como la intensidad y calidad de la luz incidentes. Estas
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evaluaciones serian de gran interés y utilidad para entender el sistema en su conjunto. Ademas,
cambios en los sistemas productivos generan modificaciones en el ambiente que requieren de una
continua actualizacidn de los datos. A su vez, las poblaciones de malezas van modificandose a
causa de la rotacion de cultivos y de las practicas empleadas, demandando la aplicacién de estas
metodologias en otras especies que se van tornando problema.

La causa fisiolégica del fuerte impacto que provoca la fertilizacion nitrogenada sobre la
dormicién innata de B. arvensis es desconocida. La segunda hipotesis planteada en esta tesis (ver
seccion 1.5), la cual refiere a una variacion en la sensibilidad hormonal ante el ABA y/o GA; por
parte del embrién, queda refutada dado el similar comportamiento que mostraron las poblaciones
evaluadas ante el agregado externo de dichas sustancias (Figura 3.4). Sin embargo, seria
pertinente la realizacion de estudios adicionales utilizando otras giberelinas activas para verificar
una posible sensibilidad diferencial hacia las mismas en poblaciones provenientes de distintos
ambientes nitrogenados. El agregado de inhibidores hormonales tampoco generd grandes
diferencias entre el comportamiento germinativo de sN y cN, rechazando la hipétesis planteada
asociada a una produccién in situ diferencial de ABA o GAs, dependiendo del ambiente materno.

Dado que con los ensayos realizados no se pudieron explicar las diferencias en los
porcentajes germinativos debido a la fertilizacion nitrogenada maternal, se denota la necesidad de
realizar mediciones en los niveles hormonales presentes en las semillas. Llevar a cabo este estudio
durante la embriogénesis revelaria si las causas de las variaciones en los niveles de dormicion
primaria se deben a diferencias en el pico de ABA.

Chantre et al. (2009a) describen al banco de semillas de B. arvensis como persistente de
corta duracion (sensu Baskin & Baskin, 1998). En la region semiarida bonaerense el clima no es
similar entre afios, dando impredecibilidad al sistema especialmente en lo referente a las
precipitaciones. El hecho de la fuerte influencia materna en caracteristicas de la progenie hace
que se vayan “aclimatando” a los ambientes venideros. El banco va “actualizandose” afio a afio y
de esta manera “evoluciona” junto con el clima. La produccion de semillas con diferentes grados
de dormicidn genera un banco con diversos requisitos para germinar. Por lo tanto, no resulta tan
grave para la especie en qué momento se disturbe el sistema, porque de todas maneras contara
con una proporcion de semillas que puedan responder a las condiciones prevalentes (Fenner,
1985).

El banco de semillas refleja parcialmente la historia de la vegetacion y contribuye a su
futuro. Si la composicion de especies del banco de semillas de un area agricola es determinada, y
mas aln, si se conocen los patrones de emergencia respectivos, se posee un conocimiento muy
valioso que proporciona las bases para decidir las técnicas de control (Fenner, 1985) siendo
especialmente efectivo en el manejo del banco de semillas a largo plazo.

La plasticidad de B. arvensis deriva en que su tamafio y arquitectura varié en funcion de

los recursos disponibles. La tercera hip6tesis (ver seccion 1.5) supone cambios morfo-fisioldgicos
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en las semillas debido a los ambientes en donde se produjeron las mismas. Suficiente evidencia
fue encontrada para confirmarla ante variaciones en los factores ambientales de disponibilidad
hidrica, nitrogenada e intensidad luminica. Es comln que, dentro de una comunidad de una
especie determinada, el tamafio seminal varie ampliamente. Estudios empiricos han descripto las
ventajas y desventajas de los diferentes tamafios de semillas sugiriendo que un tamafio sera
Optimo solo bajo una combinacion determinada de factores ambientales (Muller-Landau, 2010).

Cuando se analizaron las consecuencias de diferentes regimenes luminicos sobre el tamafio
seminal, se examind la performance media en cada ambiente, no evaluandose posibles variaciones
inter-muestrales dentro de cada nivel luminico. Por el contrario, en los estudios realizados bajo
diferentes condiciones hidricas y nitrogenadas se cuantificaron dichas variaciones. Un aspecto
comun en el resultado de todos los factores ambientales analizados es el peso seminal como mejor
indicador ambiental. En el caso del régimen luminico, no se encontraron diferencias en el
perimetro seminal, pero si en el peso de mil semillas debido al ambiente materno. Cuando se
evaluaron las condiciones hidricas y nitrogenadas, el peso seminal fue mas preciso en estimar el
tamafio embrional en comparacion al perimetro. Ademas, en muchos casos las semillas mas
livianas resultaron ser no viables, posiblemente por ser vanas, sin corresponder exactamente a los
menores perimetros registrados.

En general, las semillas de mayor tamafio generan plantulas con mayor vigor inicial
(Muller-Landau, 2010). Las plantulas que presentan un mayor desarrollo de manera anticipada
respecto a las plantulas vecinas, sufren una menor mortalidad y alcanzan una mayor fecundidad
exponiendo una relacién muy cercana entre el tamafio y el fitness. El tamafio de un individuo esta
determinado por caracteristicas intrinsecas (posiblemente controladas genéticamente) y/o
extrinsecas, es decir de los factores ambientales (Stanton, 1985) imperantes durante su ontogenia
seminal y los presentes al momento de la implantacién y posterior desarrollo. De lo anterior se
desprende la dependencia que presenta el fitness a un crecimiento temprano y la posterior captura
de espacio. Ambos aspectos, a su vez, se relacionan con el tamafio inicial y el momento de
emergencia (Stanton, 1985).

En B. arvensis las semillas de mayor tamafio producen plantulas méas grandes que emergen
antes. Esta situacion se ve magnificada cuando las plantas madres son fertilizadas con nitrégeno,
siendo el incremento en la temperatura media maxima la posible explicacion de la anticipada
emergencia. Por lo tanto, hay que considerar ante la presencia de B. arvensis en un lote, que luego
de un cultivo al que se lo ha fertilizado, al siguiente afio las plantulas que se generen seran
potencialmente mas competitivas hacia el cultivo, siempre y cuando se den las condiciones
ambientales para su crecimiento y desarrollo.

Dentro de cada nivel de condicion ambiental evaluada en esta tesis, las plantas de B.
arvensis que alcanzaron mayores tamafios produjeron un mayor nimero de semillas. Sin embargo,

no se puede asegurar que el tamafio final esté relacionado con el tamafio inicial de la plantula,
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COmMO ocurre en numerosas especies (Stanton, 1984; Wulff, 1986¢; Winn, 1988; Hendrix et al.,
1991). Estudios donde se realice un seguimiento durante todo el ciclo de la especie dilucidarian
esta incertidumbre.

En cuanto al efecto de los factores ambientales analizados sobre la cantidad de semillas,
los resultados fueron variables. La fertilizacion nitrogenada no mostré un efecto directo sobre la
produccién seminal (p>0,05). De darse un mayor aporte al banco bajo este escenario seria por el
efecto que causa en la biomasa aérea, la cual se relaciona directamente con el out-put reproductivo
(Tabla 4.2). La disponibilidad hidrica reducida disminuy6 fuertemente el tamafio de las plantas
madres y a su vez, y de manera independiente, la cantidad de semillas que las mismas produjeron.
Bajo un contexto de estrés hidrico es de esperar este resultado dada la carencia del recurso, y a su
vez, quedd manifestada la sencilla inhabilidad de la especie a producir bajo estas circunstancias.
En cuanto al régimen luminico, se observé un incremento en la biomasa aérea con la cantidad de
luz recibida sin embargo la produccién seminal fue mayor en condiciones de intensidad luminica
intermedia. Considerando los resultados de las tres intensidades luminicas en conjunto, no se
observé un trade-off entre nimero y tamafio seminal (mayor tamafio a expensas de un menor
namero de semillas), por lo que se sugiere una distribucion diferencial de recursos. El desarrollo
bajo condiciones parciales de intensidad luminica, podria significarle dos cosas a B. arvensis. Por
un lado, puede tratarse de un ambiente propicio y por esta razon las plantas se desarrollan mas
eficientemente (mayor indice de cosecha: produccién seminal por unidad de biomasa aérea). O
bien, puede ser registrado como condicién de competencia y por esta razén las plantas pueden
generar mas descendencia para asegurar su persistencia en el sistema. La seleccién natural actda
sobre el fitness en si mismo mas que sobre los componentes del fitness. Desafortunadamente,
resulta imposible medir de manera integrada el fitness en poblaciones naturales. En su lugar,
debemos estudiar las interacciones cuantitativas entre los componentes del fitness y las presiones

selectivas actuando sobre dichos componentes (Stanton, 1985).

El heteroblastismo (solo una fraccion de semillas germina en un momento dado), es una de
las consecuencias del efecto materno ambiental e influencia la habilidad colonizadora de las
semillas de malezas (Benech-Arnold & Sanchez, 1995). La presente tesis contribuye a un mejor
entendimiento del origen del heteroblastismo observado en las poblaciones de semillas de B.
arvensis e infiere en su significancia ecolédgica y agro-productiva. Fenner (1985) describe la
importancia ecoldgica de la produccion de semillas dimérficas en una misma planta madre.
Dichas variaciones en la descendencia pueden deberse a grandes diferencias de forma y
estructuras, a solo un cambio de tamafio, o que el polimorfismo no sea visible pero las semillas
sean fisiologicamente polimorfas en sus requerimientos para germinar. EI momento en que
germinan las semillas provenientes de una misma planta suele encontrarse relacionado con su

posicion en la inflorescencia, adoptando la especie dos maneras de diseminacion, en el tiempo y
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en el espacio. De esta manera se incrementa el rango de condiciones ambientales donde una
determinada generacién se encuentra expuesta. Los resultados de esta tesis permitieron registrar
diferencias en tamafio y emergencia segln la localizacién basal o apical de un mismo tallo
corroborandose de esta manera la hipétesis que plantea una conducta en la emergencia distintiva
entre semillas provenientes de diferentes zonas de la misma inflorescencia. Las semillas del
género Buglossoides no poseen estructuras especiales para la dispersion; de hecho, presentan
barocoria, auto-dispersion por gravedad. El antiguo nombre de la especie, Lithospermum arvense,
ya hacia referencia a sus semillas con forma de piedra y elevado peso. Su morfologia, sumada a
que suelen permanecer adheridas a la planta madre, hacen que el radio de dispersion primaria sea
menor a los 2 m de distancia de su origen (Bischoff, 2005; Bonn, 2005). Las semillas de mayor
tamafio mostraron una mayor germinabilidad que las pequefias, lo cual tiene sentido si van a
germinar préximas a sus progenitoras en un ambiente muy similar al que fueron formadas. Por el
contrario, semillas méas chicas podran dispersarse un poco mas, enfrentandose posiblemente a
microambientes diferentes. EI hecho de poseer un nivel de dormicion primario levemente mas
profundo, colabora para una germinacién y emergencia propicia a efectuarse cuando se garanticen
las condiciones para su establecimiento.

Independientemente del tamafio seminal, la emergencia estuvo fuertemente influenciada
por el ambiente materno, siendo mayor cuando las semillas se desarrollaron bajo un régimen de
menor intensidad luminica, condiciones de estrés hidrico y alta disponibilidad nitrogenada. Para
una especie anual, el momento de la emergencia es clave y determina en gran medida el éxito
posterior de la especie. Esta situacion se ve magnificada en ambientes impredecibles, donde el
desarrollo de una gran cohorte de plantulas emergidas luego de una leve precipitacion seguida de
una fuerte escases hidrica, puede causar una gran mortandad, significando una reduccion
importante del banco de semillas y por ende la pérdida del material genético en el sistema. La
disponibilidad hidrica es impredecible e incontrolable en ambientes &ridos y semiéridos (Wright,
1971). La menor dormicion primaria de las semillas generadas bajo condiciones hidricas
restrictivas aseguraria una germinacion ante una cantidad suficiente del recurso hidrico. En cuanto
a la mayor germinabilidad que presentan las semillas generadas bajo una menor intensidad
luminica se puede relacionar con una rapida cobertura del espacio evitando un posible efecto del
sombreado por competencia interespecifica. Algo similar debe ocurrir con la descendencia
proveniente de una elevada fertilidad nitrogenada. Es de esperar que, ante una mayor
disponibilidad de recursos, como ocurre en un ambiente rico en nutrientes, haya una mayor
cantidad de individuos compitiendo. Una emergencia tardia significaria una desventaja para

capturar recursos en lugares ocupados por individuos establecidos.

Tanto la fecha de emergencia como el tamafio de las plantulas es clave en la competencia

inicial. El tamafio de los cotiledones se relacion6 directamente con el tamafio seminal pero no
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mostré diferencias debido al ambiente materno, refutando en este atributo parte de la tercera
hipétesis propuesta (ver seccion 1.5). Por lo tanto, las semillas basales manifestaron ser
potencialmente mas competitivas por emerger antes y poseer mayores dimensiones. Por otro lado,
es aceptada esta hipdtesis al analizar el hipocétile de plantulas procedentes de diferentes
ambientes. ElI mismo fue sensible a los factores ambientales evaluados, mostrando mayores
dimensiones cuando provino de ambientes de menor régimen luminico, menor disponibilidad
nitrogenada e hidrica. Sin embargo, estas dos ultimas tendencias solo se evidenciaron uno de los
dos afios evaluados. En el caso del régimen luminico, podria tratarse de una estrategia para evitar
el sombreado, mientras que en el régimen hidrico habria que analizar si el menor largo del
hipocdtile se debe a una redistribucion diferencial de recursos que favorece un mayor desarrollo
radicular a fin de contribuir a la exploracién del suelo en busca de agua.

Numerosos trabajos mencionan que los efectos maternales se manifiestan mas fuertemente
en la descendencia cuando la misma se desarrolla en situaciones de competencia (Galloway,
1995). Si este hecho se llegara a comprobar en B. arvensis, reforzaria la importancia de conocer
las consecuencias del efecto materno en esta especie, dado que al ser una maleza siempre va a
crecer en condiciones de estrés competitivo debido al cultivo.

Los resultados expuestos en la presente tesis sugieren que los efectos maternos ambientales,
como la disponibilidad hidrica, nitrogenada y de intensidad luminica contribuyen a la variacién
en el nivel de dormicion primaria en B. arvensis y en caracteristicas morfo-fisioldgicas del estado
de plantula. Las diferencias observadas representan una respuesta evolutiva muy rapida, dado que
en una primera generacion (F1) se manifiesta dichos efectos. Desde el punto de vista ecolégico,
la informacién aqui proporcionada sugiere, que se trata de una respuesta plastica adaptativa de la
especie a los diferentes ambientes. Es decir que, gracias a estas respuestas plasticas al medio, los
individuos pueden mantener su funcionamiento y consecuentemente su fitness en los respectivos
ambientes venideros (Sultan, 1996). Por otro lado, los resultados aqui expuestos presentan valor
desde un enfoque agricola y econémico si se hace uso de ellos para la elaboracion de modelos o
estrategias de manejo que minimicen la aplicacion de insumos segun las emergencias esperadas
en funcion de las condiciones ambientales circundantes. Para reducir el uso de herbicidas, es
necesario el desarrollo de modelos que cuantifiquen los efectos del cultivo sobre la dindmica de
las malezas (Gardarin & Colbach, 2015).
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Figura I1.1 Curvas promedio de germinacion acumulada obtenidas experimentaimente (---) y
simuladas (——) provenientes de semillas cuyas madres fueron sometidas a baja o alta
disponibilidad hidrica. Incubacion por 21 dias a 5, 8, 12, 16, 20 y 23 °C a 78 dias de su cosecha.
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simuladas (——) provenientes de semillas cuyas madres fueron sometidas a baja o alta
disponibilidad hidrica. Incubacién por 21 dias a 5, 8, 12, 16, 20 y 23 °C a 136 dias de su cosecha.
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- 2do afio - 90 dias de post-maduracion
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-> 2do afio - 380 dias de post-maduracién
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Figura I1.V Curvas de germinacion acumulada, para el primer y segundo afio experimental a los
90 y 380 dias de post-germinacién, obtenidas experimentalmente (---) y simuladas ——)
provenientes de semillas cuyas madres fueron sometidas a un gradiente de fertilizacidn

nitrogenada. Incubacion por 21 dias a 5, 8, 12, 16, 20 y 23 °C.
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ANEXO I11: CAPITULO 111

ACIDO GIBERELICO PACLOBUTRAZOL
* A A A A B B C * AB AB B B AB A A
*x A A A AB AB AB B *x B B B B AB A A
*** ab ab ab ab aa ab aa **%  ab ab ab aa ab aa aa
70C 100+ 700 1001
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S S
5 60 S 604
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204 20
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* Comparaciones de medias entre dosis para la poblacion sin fertilizar. Medias con letras comun
no son significativamente diferentes segun el test de Tukey (p>0,005).

** Comparaciones de medias entre dosis para la poblacion fertilizada. Medias con letras comln
no son significativamente diferentes seguln el test de Tukey (p>0,005).

*** Comparaciones de medias entre poblaciones para cada dosis. Medias con letras comdn no
son significativamente diferentes segun el test de Bonferroni (p>0,005).

sd Sin Datos. Corresponde a la ausencia de germinacién.
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ACIDO ABSCISICO

FLURIDONA
A A AB B B B
A A A A A A
ab ab ab aa ab ab
QS N N
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AB AB AB B B A
ab aa aa aa aa ab
Q v N Q N S
Q v S S
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A ABC ABC ABC C
aa ab ab aa aa
Y N Q $ N
Q RN S

Comparaciones de medias entre dosis para la poblacion sin fertilizar. Medias con letras comin
no son significativamente diferentes segln el test de Tukey (p>0,05).

** Comparaciones de medias entre dosis para la poblacién fertilizada. Medias con letras comun
no son significativamente diferentes segun el test de Tukey (p>0,05).

*** Comparaciones de medias entre poblaciones para cada dosis. Medias con letras comuin no
son significativamente diferentes segun el test de Bonferroni (p>0,05).

sd Sin Datos. Corresponde a la ausencia de germinacion.

Figura I11.1 Efectos del ABA, FLU, GA; y PAC sobre la germinacion de semillas dormidas

derivadas de plantas sin fertilizar (barras blancas) y fertilizadas con urea granulada (barras negras)
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a7,15y 20°C. Los porcentajes de germinacion fueron determinados luego de 32 dias en funcion

de las semillas viables. Se muestran los valores re-transformados de arc-coseno raiz, las barras de

error manifiestan el error estandar de la media de tres réplicas.

Tabla I11.1 Efectos de las dosis de las hormonas testeadas (GAs: acido giberélico; PAC:

paclobutrazol; ABA: acido abscisico y FLU: fluridona) en semillas de madres sN (madres sin

fertilizar) y cN (madres fertilizadas) en condiciones de temperatura sub-6ptima (7 °C), 6ptima (15

°C) y supra-6ptima (20 °C).

TMA 7°C 15°C 20°C
GAs sN 0,0002** | 0,0084** | 0,0024**
cN 0,0478* | 0,0079** | 0,0014**
PAC sN 0,0041** | <0,0001** | 0,0154*
cN 0,0059** | 0,0008** | <0,0001**
ABA sN 0,0002** | 0,0007** | 0,5195™
cN 0,0478* | <0,0001** | 0,3414™
FLU sN 0,0002** | 0,0084** | 0,0024**
cN 0,0478** | 0,0079** | 0,0014**
100 +---
7°C |15°C | 20°C
Gso (uM) 10,73 | 6,304 | 3,976 g
R? 0,6971 | 0,506 | 0,7845 i
p-valor 0,4613™ 2
Gso (uM)global 6,730 o
RZQIobaI 0,6396
-4 2 0 2
Log,, ([pM GA;])
Figura I11.11 Curva de dosis-respuesta a dosis crecientes de &cido giberélico (GAs) de los valores

promedios de las dos accesiones para las tres temperaturas evaluadas.
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ANEXO IV: CAPITULO IV

IV.1 Influencia de la disponibilidad hidrica y nitrogenada sobre atributos de la biomasa aérea.

500 b 5
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300 a

200

Largo aereo/pl (cm)
Peso aereo/pl (9)
s3]

b

100 a 1 b
a
0 — — W

HO) H® HO) H®

2012 (Fy) 2013 (F,)

Figura IV.l Medias (£ES), por planta, re-transformadas del logaritmo de: A. Largo aéreo (tallos
y ramas) y B. Peso aéreo segun el tratamiento materno ambiental de disponibilidad hidrica (barras
blancas: baja, barras negras: alta) para el 2012 (Fo) y la siguiente generacion en el 2013 (F1).

Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas segun el test de Tukey (0=5%).

1007 c b 0.6
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a - @
~— w
= oo
- Q
S 60 o
(5] -
j—. (]
o
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2013
Figura IV.1l1 Medias (xES), por planta, re-transformadas del logaritmo del largo aéreo (tallos y
ramas) y del peso aéreo segln el tratamiento materno ambiental de fertilizacion nitrogenada
(N(0): 0, N(+): 75 y N(++): 150 kg N ha™) para la F; (2013, plantas madres de la F). Letras

distintas indican diferencias estadisticamente significativas segun el test de Tukey (o0 = 5%).
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Tabla IV.1 Pantas logradas en cada UE en cada afio. Los diferentes tratamientos a los que fueron

sometidos las plantas no ejercieron influencia en el nimero total de plantas logradas (p>0,05).

ANO 2012 2013

TMA UE> 1 2 3 4 1 2 3 4

H(0) N(0) 130 23 81 14 240 144 124 175
H(0) N(+) 107 79 82 34 181 199 185 161
H(0) N(++) 35 61 54 106 182 189 167 149
H(+) N(0) 55 124 51 103 207 159 189 154
H(+) N(+) 77 76 87 143 309 176 194 218
H(+) N(++) 67 94 115 49 191 157 199 130
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Figura IV.111 Regresiones lineales de la produccion seminal por planta en funcion de la biomasa
aérea. A. Cantidad de semillas producidas en funcidn del largo total de tallos y ramas. B. Cantidad

de semillas producidas en funcion del peso de la biomasa aérea.
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Figura IV.1V Gréficos de cajas y brazos donde se expone toda la informacién del tamafio seminal
expresado como (A) perimetro y (B) area, de las semillas analizadas (n=1536) bajo las diferentes
ubicaciones en la planta madre (apical y basal) y tratamientos maternos ambientales (gradiente

nitrogenado combinado con dos niveles hidricos) para los dos afios de estudio.

IV.111 Resultados del ANAVA para los atributos seminales analizados en funcién de los factores
impuestos y sus interacciones.

Tabla I11.11 Tablas de ANAVA para los diferentes atributos seminales evaluados.
Variable N R? R? Ajustado CVv
Perimetro 384 0,65 0,62 5,15
Factor SC gl CM F p-valor
AP 0,15 1 0,15 0,89 0,3469™
H.O 3,79 1 3,79 22,47 <0,0001***
N 1,49 2 0,74 4,41 0,0129*
UPL 91,05 1 91,05 539,66 <0,0001***
AP* H,0O 3,27 1 3,27 19,37 <0,0001***
AP*N 1,61 2 0,81 4,77 0,0090**
AP*UPL 0,15 1 0,15 0,9 0,3428™
H.O*N 1,10 2 0,5 3,26 0,0396*
H,O*UPL 0,004 1 0,004 0,02 0,8776"
N*UPL 0,24 2 0,12 0,72 0,4893"™
AP* H,O*N 0,76 2 0,38 2,27 0,1054™
AP* H,O*UPL 0,05 1 0,05 0,31 0,5764"
AP*N*UPL 0,11 2 0,06 0,33 0,7185™
H,O*N*UPL 0,08 2 0,04 0,23 0,7945™
AP* H,O*N*UPL 0,0013 2 0,00065 0,039 0,9961"
Variable N R? R? Ajustado CcVv
Peso 384 0,7 0,68 16,49
Factor SC gl CM F p-valor
AP 3,66 1 3,66 6,48 0,0114*
H.O 18,39 1 18,39 32,58 <0,0001***
N 4,85 2 2,42 4,29 0,0,144*
UPL 381,2 1 381,2 675,18 <0,0001***
AP* H,0 3,38 1 3,38 5,98 0,0150*
AP*N 3,39 2 1,69 3 0,0512*
AP*UPL 4,4*%10°3 1 4,4%103 0,01 0,9295™
H.O*N 4,87 2 2,43 4,31 0,0142*
H,O*UPL 8,23 1 8,23 14,57 0,0002***
N*UPL 1,47 2 0,74 1,31 0,2723™
AP* H,O*N 2,19 2 1,09 1,94 0,1456"
AP* H,O*UPL 6,7*10™ 1 6,7*10* 1,2*10%  0,9725™
AP*N*UPL 1,39 2 0,7 1,24 0,2921"
H,O*N*UPL 0,02 2 0,01 0,02 0,9786"
AP* H,O*N*UPL 0,53 2 0,26 0,4 0,6260"
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Variable N R? R? Ajustado CcVv

Peso pericarpio 96 0,78 0,69 17,25

Factor SC gl CM F p-valor
AP 2,17 1 2,17 10,33 0,0022**
H.O 2,6 1 2,6 12,42 0,0009***
N 0,09 2 0,045 0,23 0,7991"
UPL 27,40 1 27,40 130,72 <0,0001***
AP* H,0 0,96 1 0,96 4,57 0,0,369*
AP*N 1,97 2 0,98 4,7 0,0130*
AP*UPL 0,1 1 0,1 0,47 0,4975"
H,O*N 0,13 2 0,06 0,3 0,7397™
H,O*UPL 0,82 1 0,82 3,91 0,053™"
N*UPL 1,17 2 0,59 2,79 0,0699™"
AP* H,O*N 1,0 2 0,5 2,38 0,1022"
AP* H,O0*UPL 0,01 1 0,01 0,07 0,7920™
AP*N*UPL 1,42 2 0,71 3,38 0,0412"
H,O*N*UPL 1,1 2 0,55 2,62 0,0814"
AP* H,O*N*UPL 0,06 2 0,03 0,15 0,8584"
Variable N R? R? Ajustado CcVv

Logo (IF) 96 0,37 0,15 6,89

Factor SC gl CM F p-valor
AP 0,0019 1 0,0019 12,93  0,0006***
H,O 3,1*10° 1 3,1*10° 0,02 0,8833™

N 5,7%10* 2 2,8%10° 0,02 0,9806™
UPL 2,7*10™ 1 2,7%10* 1,85 0,1784™
AP* H,0 0,0012 1 0,0012 8,34 0,0052**
AP*N 1,2*10* 2 6,2%10° 0,43 0,6532"
AP*UPL 6,1*10™ 1 6,1%10* 4,19 0,0446*
H,O*N 2,8*10™ 2 1,4*10* 0,98 0,3807™
H,O*UPL 3,3*10° 1 3,3*10° 0,02 0,8809™
N*UPL 2,510 2 1,2*10* 0,86 0,4289™
AP* H,O*N 1,1*10° 2 5,5%10 0,04 0,9627"
AP* H,O*UPL 3,8%10° 1 3,8%10° 0,26 0,6103™
AP*N*UPL 1,9*10* 2 9,7%10°% 0,67 0,5142"
H,O*N*UPL 5,1*10* 2 2,6%10* 1,76 0,1791™
AP* H,O*N*UPL 3,1%10* 2 1,6*10™ 1,08 0,3467™
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Variable N R? R? Ajustado CcVv

Arc sen \(emergencia) 96 0,49 0,31 42,09

Factor SC gl CM F p-valor
AP 1,01 1 1,01 22,55 <0,0001***
H.0 0,004 1 0,004 0,09 0,7658™
N 0,06 2 0,03 0,69 0,5031"™
UPL 0,51 1 0,51 11,39 0,0012**
AP* H,O 0,11 1 0,11 2,54 0,116™
AP*N 0,22 2 0,11 2,46 0,0931"™
AP*UPL 0,22 1 0,22 4,83 0,0315*
H.O*N 0,46 2 0,23 5,09 0,0088**
H,O*UPL 0,03 1 0,03 0,64 0,4266"
N*UPL 0,01 2 0,01 0,16 0,8482"
AP* H,O*N 0,03 2 0,015 0,36 0,6972"
AP* H,O*UPL 0,02 1 0,02 0,46 0,5009™
AP*N*UPL 0,01 2 0,0031 0,07 0,9322"
H,O*N*UPL 0,0041 2 0,002 0,05 0,9554"
AP* H,O*N*UPL 0,07 2 0,0035 0,82 0,4444"™
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