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REGENERACION DE PASTIZALES NATURALES POR GERMINACION
DE SEMILLAS: CONTROL DEL ESTADO DE DORMICION DE LAS

SEMILLAS POR EL CONTENIDO HIDRICO DEL SUELO.

RESUMEN

El objetivo de esta tesis fue estudiar el efecto del contenido hidrico del suelo
sobre la dormicion de las semillas de algunas especies de los Pastizales
Pampeanos. Se demostrd que los distintos niveles de disponibilidad de agua
afectaron de manera distinta la dormicion de las semillas de Bromus
catharticus y el rango de condiciones en los cuales pueden germinar. Las
semillas que posmaduraron en seco adquirieron la capacidad de germinar en
oscuridad o bajo luz filtrada por la vegetacion. En cambio, las semillas que
permanecieron hidratadas germinaron sélo bajo luz que indica la presencia de
claros en la vegetacion. En esta tesis también se demostro que las
inundaciones afectaron el nivel de dormicion de semillas de Setaria parviflora
provenientes de un pastizal inundable. En particular, la inundacion les indujo
dormicién secundaria y les promovid requerimientos de alternancia de
temperaturas para germinar. Se observaron diferencias en la respuesta
germinativa a la inundacion entre poblaciones de semillas de S. parviflora
provenientes de diferentes habitats. Las semillas provenientes de pastizales

serranos y de pastizales originados de sucesiones postagricolas se despertaron



luego de permanecer un tiempo inundadas y no mostraron requerimientos
especificos para terminar la dormicion. En cambio, las semillas de los
pastizales inundables, luego de haber permanecido inundadas, requieren
nitratos en combinacion con luz o temperaturas alternadas para germinar.

Los resultados de esta tesis ayudaran a comprender y predecir el periodo y
las condiciones en las cuales se reclutan nuevos individuos en comunidades
del pastizal, en especial en relacion con los dos tipos de disturbios abioticos
que ocurren en los Pastizales Pampeanos: sequias en verano e inundaciones

inverno-primaverales.

Palabras clave: semillas, germinacion, dormicidn de semillas, pastizales,

inundacidn, sequia, Argentina.
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THE REGENERATION OF GRASSLAND COMMUNITIES BY SEED
GERMINATION. THE EFFECT OF WATER SOIL CONDITIONS

OVER SEEDS DORMANCY LEVEL

ABSTRACT

The objective of this thesis was to study the effect of water soil content over seed dormancy
of Pampa Grasslands species. Results demonstrated that different levels of water
availability affected in distinct ways both dormancy of Bromus catharticus seeds and the
range of conditions in which they can germinate. After-ripened seeds were able to
germinate in darkness and under canopy filtered light. However, hydrated seeds only
germinated in response to light related to canopy gaps. In addition, this thesis demonstrated
that flooding affected dormancy level of Setaria parviflora seeds harvested in a temporary
wetland grassland. Particularly, flooding induced secondary dormancy and imposed
fluctuating temperatures requirements to germinate. It were shown differences in
germination behavior between S. parviflora seed populations harvested in distinct habitats.
Seeds from mountain grasslands and old fields lost dormancy under water and did not have
specific requirements to germinate. On the other hand, seeds from flooding grasslands, after
floods, required nitrate in combination with light or fluctuating temperatures for reach the
maximum germination, both responses related to unflooded soil proprieties. Results of this
thesis will help to understand the timing and conditions in which new individuals recruit in

grassland communities.

Key Words: seed, germination, seed dormancy, grasslands, flooding, drought, Argentina.
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CAPITULOI

INTRODUCCION GENERAL



Capitulo 1: Introduccion General

1.1 Importancia de la germinacion de las semillas en la regeneracion de la

vegetacion de los pastizales

Actualmente es necesario comprender el aporte que tiene el reclutamiento de
plantulas en el establecimiento de la estructura y dinamica de las comunidades
vegetales para poder modelar y predecir los procesos de regeneracion de la
vegetacion (Grime y Hillier, 1992). Este objetivo se hace particularmente importante
para la recuperacion de pastizales sometidos a diferentes niveles de degradacion
debido al uso de la tierra y al impacto del cambio climatico global (Isselstein et al.,
2002; Kleijn, 2003).

Las poblaciones vegetales pueden tener diferentes estrategias reproductivas. El
¢xito de un tipo de estrategia reproductiva en una comunidad estd, en buena medida,
asociado a la predictibilidad de los disturbios en el espacio y el tiempo (White y
Pickett, 1985; Loucks et al., 1985; Grime y Hillier, 1992). La dinamica de los
disturbios propios de cada comunidad selecciona a individuos que poseen un
conjunto de rasgos que otorgan tolerancia al estrés o, mas cominmente, la capacidad
de evitarlo a través de diferentes estrategias (Grime y Hillier, 1992). Una de estas
estrategias es la facultad de pasar los momentos mas adversos para la supervivencia
en el estado de semillas, las cuales tienen mayor capacidad que las plantas de tolerar
los factores del estrés del ambiente (Bewley y Black, 1994; Baskin y Baskin, 1998).

La presencia de un banco de semillas en el suelo permite la recuperacion de las

poblaciones de plantas adultas luego de un disturbio que afecta la vegetacion
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establecida (Grime, 1989). Diversas especies pueden acumular grandes nimeros de
semillas vivas en el suelo de modo permanente, en cambio, otras especies, presentan
bancos de semillas transitorios mas o menos importantes (Thompson y Grime,
1979). La capacidad de formar un banco de semillas mas o menos permanente
depende de una suma de factores como el nimero de semillas producidas, la forma y
el tamano de las semillas que facilita la entrada al suelo, la resistencia contra el
ataque de los microrganismos, la evitacion de la predacion y mecanismos como la
dormicién que evitan la germinacién en condiciones poco favorables para el
establecimiento de las plantulas (Pons, 1991). Con respecto a esto, la transicion de
una semilla, que es tolerante a situaciones extremas en su ambiente, a una plantula
que es extremadamente vulnerable a las mismas, es un momento de alto riesgo en el
ciclo de vida de las plantas (Meyer et al., 1997; Lambers et al., 1998).

La regeneracion y propagacion de plantas en los pastizales involucra a la
reproduccion por drganos vegetativos (estolones, macollos) y a la germinacién de
las semillas (Bullock et al.,1995). Sin embargo, los pastizales son ambientes muy
hostiles para el establecimiento de las plantulas ya que ocurren fuertes interacciones
competitivas asimétricas con los adultos establecidos (Aguilera y Lauenroth, 1993).
Asi, los sitios con el canopeo muy cerrado tienden a ser muy resistentes a la
colonizacion por plantulas (Grubb, 1977; Denslow, 1987; Bullock et al.,1995;
Milbau et al. 2003). En pastizales con canopeo cerrado, pero que son afectados
recurrentemente por disturbios, se generan claros donde adquieren importancia las

estrategias de propagacion reproductiva. Estos claros son sitios en la comunidad



Capitulo 1: Introduccion General

vegetal en los cuales pueden llegar a establecerse nuevos individuos (Grime, 1979;
Grubb, 1977; Tilman, 1982, Bullock, 2000). En los claros de la vegetacion suelen
presentarse recursos vacantes y condiciones predisponentes para la germinacion de
semillas e instalacion de plantulas (Grubb, 1977); estas condiciones son las que
determinarian el “sitio seguro” para germinar (Harper et al., 1965). La apertura de
claros en la vegetacion viene acompafiada por modificaciones en las condiciones
microambientales como cambios en la cantidad y calidad de luz (Fenner, 1985;
Insausti et al., 1995; Casal y Sanchez, 1998), aumentos en la fluctuacion diaria de
las temperaturas (Thompson et al., 1977; Benech-Arnold et al., 2000) y aumentos de
la disponibilidad de nitratos (Pons, 1989). Estos cambios actian como sefiales que

indican a las semillas el “sitio seguro” para germinar.

1.2 Los factores ambientales y la dormicion de semillas

La dormicion se puede definir como la imposibilidad de germinar por factores
internos que tiene una semilla viable en condiciones adecuadas de humedad, de
temperatura y del ambiente gaseoso (Benech-Arnold et al., 2000; Finch-Savage y
Leubner-Metzger, 2006). Es frecuente que las semillas, en el momento de la
dispersion, tengan un nivel de dormicion suficientemente alto como para no
responder a los estimulos que inducen la germinacion (Bewley y Black, 1994;
Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006). En climas templados, la mayoria de las
semillas se dispersan al final de la estacion de crecimiento de las plantas que las

producen. En estas circunstancias, la dormicidén juega un papel fundamental en la
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supervivencia de los individuos posponiendo la emergencia de las plantulas hasta el
momento en que las condiciones ambientales sean favorables para su desarrollo.

El estado de dormicion restringe la gama de condiciones ambientales que
permiten la germinacion, de manera que, a medida que la dormicion se pierde, las
semillas van adquiriendo la capacidad de germinar en un rango cada vez mas amplio
de situaciones previamente no inductivas (Benech-Arnold et al., 2000; Fig. I.1). Esta
pérdida gradual de la dormicion depende de varios factores ambientales como el
contenido de humedad, la temperatura y el ambiente gaseoso que rodea a las
semillas (Bewley y Black, 1994; Benech-Arnold et al., 2000). Si bien muchas
semillas pueden perder completa y permanentemente la dormicion, en otras la
dormicion puede ser reimpuesta bajo condiciones subdptimas o supradptimas de
temperatura, humedad o disponibilidad de oxigeno (dormicion secundaria, Hilhorst,
1998; Benech-Arnold et al., 2000; Fig. 1.1). En estos casos, las poblaciones de
semillas pueden exhibir un patron ciclico de dormicion (Karssen, 1982; Baskin y
Baskin, 1986). En consecuencia, en respuesta a cambios ambientales estacionales,
distintas fracciones de las poblaciones de semillas del banco del suelo pueden entrar
y salir de la dormicion durante el afo (Baskin y Baskin, 1989; Thanos et al., 1989;

Pons, 1984, 1991).

1.2.1 La atenuacion de la dormicion

En muchas especies, el paso de un nivel alto de dormiciéon a uno bajo esta

sincronizado con los cambios en las estaciones del afio. Esto se debe a que las
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semillas no germinan dentro o inmediatamente antes de periodos de intenso estrés
para las plantas como pueden ser los inviernos muy frios o los periodos de sequias
(Baskin y Baskin, 1998; Benech Arnold et al., 2000). El régimen de temperatura y el
contenido hidrico del suelo son los principales factores ambientales que pueden
regular el nivel de dormicion de las semillas del banco del suelo (Baskin y Baskin,
1980; Bouwmeester y Karssen, 1992, 1993; Corbineau y Come, 1995; Batlla y

Benech-Arnold, 2005; Fig I.1).

Figura 1.1. Factores ambientales que controlan la atenuaciéon y la terminacion de la
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dormicidn de las semillas (Benech-Arnold et al., 2000).




Capitulo 1: Introduccion General

Las semillas de muchas especies pueden atenuar su dormicion cuando
experimentan temperaturas relativamente bajas en condiciones htiimedas (ej.
estratificacion). Este rango de temperaturas va desde los 0 hasta los 10°C pero, en
ocasiones, se observan respuestas a valores de 15°C (Bewley y Black, 1994). La
rapidez con que las semillas de estas especies atentian la dormicidn tiene una
relacion inversamente proporcional con la temperatura (Bewley y Black, 1994). Este
control de la germinacidén hace que las semillas de especies de verano pierdan la
dormiciéon durante el invierno y germinen durante la primavera que es la estacion
mas apropiada para el crecimiento en climas templados (Lambers et al., 1998). Por
otra parte, las semillas de algunas especies lentamente pierden su dormicion cuando
tienen bajo contenido hidrico (Bewley y Black, 1994; Finch-Savage y Leubner-
Metzger, 2006). Este proceso se detiene en semillas muy hidratadas o en semillas
demasiado secas. En pastizales dominados por gramineas perennes y con sequias
estacionales intensas y prolongadas, las semillas del suelo de muchas especies de
crecimiento invernal disminuyen su nivel de dormicién durante la estacion seca
(Baskin y Baskin, 1998). Este patrén de dormicion causa que las semillas de estas
especies germinen en otono, estacidon que en muchos ecosistemas esta relacionada
con el comienzo de un periodo de gran disponibilidad de agua en el suelo (Lambers

et al., 1998).
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1.2.2 Terminacion de la dormicion

Existen muchas especies cuyas semillas, ain cuando tienen un bajo nivel de
dormicion, para poder germinar requieren sefiales ambientales asociadas a un
microhabitat favorable para el crecimiento de sus plantulas (terminacion de la
dormicion). Las especies de los pastizales tienen semillas que germinan en respuesta
a sefiales que indican la ausencia de un canopeo cerrado (Bullock, 2000). Estas
senales ambientales, involucradas en la terminacion de la dormicidn de las semillas,
pueden ser cambios en el régimen térmico (Benech-Arnold et al., 1988, Koller,
1972; Probert, 1992), cambios en la cantidad y calidad de luz (Sauer y Struik, 1964;
Wesson y Wareing, 1969; Holmes y Smith, 1977; Casal y Sanchez, 1998) o en la
concentracion de nitratos en el suelo (Pons, 1989; Hilhorst, 2000; Alboresi, 2005)

(Fig. L.1).

Terminacion de la dormicion por luz

La terminacion de la dormicion de las semillas de numerosas especies se produce
mediante la percepcion de diferencias en la calidad y cantidad (flujo y duracién de la
exposicion) de la luz a través de los fitocromos. Las longitudes de onda mas
eficientes para terminar la dormicién son las de la banda espectral del rojo (R, 600-
700 nm) (Fenner, 1985; Casal y Sanchez, 1998; Benech-Arnold et al., 2000). Los
efectos promotores de la germinacion de la luz R pueden frecuentemente ser
revertidos con luz rojo lejano (RL, 700-800 nm) (Borthwick et al., 1952). Estos

efectos antagénicos del R y del RL se explican por la accion de los fitocromos que
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se caracterizan por tener dos formas interconvertibles, Pr y Pfr, con picos de
absorcion en el R y el RL respectivamente (Fig. 1.2; Riidiger y Thiimmler, 1994).
Estos picos de absorcidn coinciden con los espectros de accion para la ruptura de la
dormicion por luz (Casal y Sanchez, 1998). La forma Pr tiene su pico de absorcion
maxima en la region del espectro del R (A=660 nm, Fig. 1.2). La absorcion de la luz
por Pr provoca su transformacion a Pfr permitiendo que las semillas sensibles
terminen la dormicidon y germinen (Bewley y Black, 1994). Por su parte, la forma
Pfr tiene su pico de absorcion en la region del RL (A=730 nm, Fig. 1.2). Un pulso de
RL inmediatamente después del pulso de R, provoca la rdpida reversion de las
moléculas de Pfr a Pr impidiendo la germinacion de las semillas. Un rasgo
importante de los espectros de absorcion de las formas Pr y Pfr de los fitocromos es
que existe una superposicion entre ambas (Fig. 1.2; Casal y Sanchez, 1998), por lo
tanto, la fototransformacion de los fitocromos ocurre en ambas direcciones
estableciéndose un fotoequilibrio que depende de las longitudes de onda de la luz y
de las irradiancias cuando éstas son muy bajas (Casal et al., 2003). Este
fotoequilibrio se expresa como la relacion Pfr/Ptotal, siendo Ptotal=Pr+Pfr. La
permanencia del Pfr no s6lo depende de la posible reversion efectuada por la luz RL
sino que también de su degradacion y de la reversion a Pr en oscuridad (Casal et al.,

2003).
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Se han clasificado diferentes modos de accion de la luz dependiendo del
fotoequilibrio necesario para obtener la respuesta, del flujo y de la posibilidad o no
de revertir la accion. Asi, el modo de accion llamado VLFR (de Very Low Fluence
Response) puede ser inducido por fotoequilibrios muy bajos, inclusive aquellos que
se producen por pulsos muy cortos de luz RL (Casal et al., 2003). Otro modo de
accion es el LFR (Low Fluence Response), donde se requieren niveles de Pfr/Ptotal
mucho maés altos para lograr la respuesta. Ademads, las LFRs son las clasicas
respuestas R-RL reversibles que son inducidas por un pulso de R e inhibidas por un
pulso consiguiente de RL (Casal et al., 1998, 2003). Por ultimo estd el modo HIR
(High Irradiance Response) que se da cuando la respuesta, en este caso de inhibicion
de la germinacion, requiere de exposiciones muy prolongadas a la luz (Gorski y
Gorska, 1979; Casal et al., 2003).

Existen distintos fitocromos dependiendo de la estructura de la apoproteina
(Mathews y Sharrock, 1997; Pratt et al., 1997). Algunos de estos fitocromos se
pueden asociar a diferentes modos de accion. Asi, el fitocromo B esta involucrado

en las clasicas respuestas LFR que requieren valores de Pfr/Ptotal relativamente
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altos (mayores al 107'%) y su forma Pfr es muy estable (Casal et al., 2003). En
cambio, las respuestas VLFR y HIR se asocian con el fitocromo A. Este fitocromo
se sintetiza en las semillas hidratadas en su forma Pr en oscuridad y pulsos con bajas
irradiancias de luz lo convierten a la forma Pfr que es muy inestable y se degrada
con facilidad. Una alta sensibilidad de las semillas al Pfr del fitocromo A hace que
¢stas germinen a pesar de que el fotoequilibrio Pfr/Ptotal sea muy bajo (menor al 10°
'9%) a través de una respuesta VLFR. En cambio, la continua exposicion a la luz
provoca que el fitocromo A cicle entre sus formas Pr y Pfr. Existen evidencias que
indican que este efecto podria estar implicado en el modo de accién HIR (Frankland,
1986).

La respuesta de las semillas a las diferentes longitudes de onda de la luz tiene un
importante significado ecologico. Cuando la luz natural atraviesa o refleja en los
tejidos vegetales verdes es alterada por la clorofila que absorbe especialmente en el
R y trasmite y refleja las longitudes de onda mayores a 700 nm (RL) (Fig. 1.3). Asi,
la presencia de la vegetacion modifica la intensidad y composicion espectral de la
luz que llega al suelo y de esta manera disminuye la relacion entre la radiacion en las
bandas espectrales del rojo (600-700 nm) y el rojo lejano (700-800 nm) (Holmes y
Smith, 1977; Fenner, 1985; Casal et al., 2003). Esto hace que se establezcan
distintos fotoequilibrios en las semillas dependiendo de la cobertura del canopeo.
Asi, cuando se elimina la vegetacion se producen condiciones de altas relaciones
R/RL que permiten que las semillas que tienen este requerimiento germinen en

condiciones de menor competencia con las plantas vecinas (Casal y Sanchez, 1998).

11
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En los pastizales pampeanos, las semillas de Lolium multiflorum L. germinan en los
espacios raleados por el pastoreo vacuno y esto se asocia con los cambios en la
composicion espectral de la luz luego de la apertura del canopeo (Deregibus et al.,
1994). En este caso la germinacion estd mediada por la accion de una LFR
(Deregibus et al., 1994). Otra respuesta germinativa mediada por una LFR en estos
mismos pastizales es la germinacion de semillas de Ambrosia tenuifolia Spreng.

luego de la eliminacion del canopeo por las inundaciones (Insausti et al., 1995).

=l

,/_-—-—~__\“—_'r Luz por encima del canopao
= T Fig. 1.3. Distribucion espectral

de la luz natural antes y

\ [ después de atravesar un
M ” dob||o it canopeo vegetal (Smith, 1979).
e

400 500
L.ongitud d;, onda (nm)

Flujo relativo de fotones

Dependiendo de los factores ambientales experimentados durante la permanencia
de las semillas en el suelo, éstas pasan por cambios en la sensibilidad a la luz y de
esta manera en la respuesta a los diferentes modos de accion de los fitocromos. Por
ejemplo, las semillas de Datura ferox L. que permanecen enterradas en el suelo
durante varios meses adquieren la capacidad de responder a la luz a través de una
VLFR, en cambio, las semillas almacenadas en seco solo responden a la luz

mediante un modo de accion LFR (Scopel et al., 1991).

12
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Terminacion de la dormicion por alternancia de temperaturas

El suelo puede experimentar fluctuaciones diarias mds o menos altas de
temperatura dependiendo de la cobertura del canopeo (Insausti et al., inédito; Fig.
[.4). Las semillas del banco del suelo estan sujetas a esas mismas fluctuaciones de
temperatura que pueden inducir la terminacién de la dormicion siempre y cuando
sobrepasen una minima amplitud (Totterdell y Roberts, 1980; Probert et al., 1986;
Bewley y Black, 1994). En cambio, por abajo de esa amplitud o a temperaturas
constantes, las mismas poblaciones de semillas permanecen dormidas y no
germinan. Este mecanismo tiene una gran importancia ecoldgica al impedir la
germinacion de semillas enterradas a mucha profundidad o localizadas bajo
canopeos muy cerrados. Esto se debe a que en estos lugares, la amplitud diaria de
temperaturas es baja. En cambio, las semillas localizadas en una porcion superficial
del suelo sin vegetacion perciben las alternancias de temperatura necesarias para
germinar (Thompson y Grime, 1983; Benech-Arnold et al., 1988; Benech-Arnold et
al., 2000). Este mecanismo también permite inducir la germinacion de semillas de
humedales. En estos ecosistemas, una gran amplitud de temperaturas indica la
ausencia de inundaciones en el sitio de emergencia de las plantulas (Lambers et al.,

1998).
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Terminacion de la dormicion por nitratos

Otro factor ambiental que termina la dormicion de las semillas y estimula su
germinacion es la presencia de nitratos en el suelo (Pons, 1989; Hilhorst, 2000;
Adkins, 2002; Alboresi, 2005) (Fig. 1.5). Los suelos sobre los cuales crece una gran
biomasa de plantas adultas tienen un ambiente pobre en nitratos. En cambio cuando
la vegetacion es eliminada, la mineralizacion y nitrificacion contintian mientras que
disminuye la absorcidn de nitratos o amonio por las plantas. Esto hace que aumenten
los niveles de nitratos a concentraciones que pueden percibir las semillas y que
provocan la induccidn de la germinacion (Fig. 1.5). Por lo tanto, esta respuesta a los
nitratos también funciona como un mecanismo de percepcion de claros en la

vegetacion (Fenner, 1985; Lambers et al., 1998).
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1.3 Variabilidad intraespecifica en la dormicion de las semillas

Es frecuente que las semillas de una misma especie cosechadas en distintas
localidades exhiban respuestas diferentes frente a los factores ambientales que
regulan la dormiciéon y la germinacion (Allen y Meyer, 1998; Baskin y Baskin,
1998). Ademads de la influencia del ambiente sobre la planta madre (Cresswell y
Grime, 1981; Roach y Wulff, 1987; Andersson y Milberg, 1998) y de la secuencia
de eventos experimentados por las semillas durante la exposicion a los factores
ambientales del suelo, las diferencias en comportamiento germinativo de las
semillas de diferentes zonas también pueden deberse a la variacion genética entre
poblaciones (Leiss y Miiller-Schérer, 2001; Meyer et al., 1997).

El habitat es un factor preponderante en la seleccion natural de los mecanismos

de regulacion de la germinacion (Meyer et al., 1997; Allen y Meyer, 1998). Para que
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ocurra adaptacion local en las poblaciones debe haber una base de variabilidad
genotipica que se expresa en el fenotipo, sobre la cual pueda operar la seleccion
natural (Leiss y Miiller-Schérer, 2001). Sin embargo, la plasticidad fenotipica de los
individuos también permite la persistencia de una poblacién en el habitat que ocupa.
Esta plasticidad fenotipica en la dormicion de semillas se selecciona
preponderantemente en ambientes donde existe mucha impredictibilidad acerca del
momento mas favorable para germinar (Silvertown y Lovett Doust, 1993).

Para estudiar la variacion en el comportamiento de las semillas de poblaciones
pertenecientes a distintos ambientes, controlando la influencia de los factores
ambientales luego de la dispersion, se pueden usar técnicas de entierros de semillas
en jardines uniformes (Baskin y Baskin, 1998). Durante el entierro en jardines
uniformes, las semillas de las distintas poblaciones son sometidas a los mismos
factores ambientales en un unico habitat. Por otra parte, en la técnica de los
transplantes o entierros reciprocos, las poblaciones son transplantadas en los
ambientes de otras poblaciones con controles en su misma localidad de origen. De
esta manera se pueden estudiar los efectos de los eventos experimentados por las
semillas durante la exposicion a los factores ambientales luego de la dispersion. La
técnica de los transplantes reciprocos se considera un método apto para el andlisis de
la variacion en los rasgos de historias de vida ya que puede senalar los efectos
ambientales, genéticos y maternos (ej. morfologia de las estructuras acompanantes
como los frutos) y las posibles interacciones entre ellos que indicarian la posible

adaptacion local (Leiss y Miiller-Schérer, 2001). Si los individuos locales superan en
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alguno de los componentes del fitness a los individuos de otra localidad, esto es una
evidencia que sugiere la posibilidad de que haya actuado la seleccidon natural y de
que exista una adaptacion a las condiciones locales (Leiss y Miiller-Schérer, 2001).
Con respecto a esto, para poder asegurar que la variacioén se debe a la accion de la
seleccion natural, los diferentes rasgos que caracterizan a las poblaciones deben

estar correlacionados con las diferencias del habitat (Heslop-Harrison, 1964).

1.4 Los Pastizales Pampeanos

Los Pastizales Pampeanos, a pesar de su relativa uniformidad topogréfica,
climéatica y floristica, se pueden dividir en diferentes subregiones con caracteristicas
propias (Ledn, 1991; Cabrera, 1994; Burkart et al., 2005). Estas subregiones (Pampa
Ondulada, Pampa Deprimida, Pampa Interior, Pampa Austral y Pampa
Mesopotamica; Fig. [.6) son un mosaico de estepas graminosas y praderas formadas
por pastos, hierbas dicotiledoneas y algunos pocos arbustos (Ledn, 1991; Batista et
al., 2005; Burkart et al., 2005). Dentro de estas subregiones hay dos grandes grupos
de vegetacion: las Praderas de Mesofitas y las Praderas Humedas de Mesofitas
(Batista et al., 2005; Burkart et al., 2005). Las Praderas de Mesofitas estan asociadas
a areas con relieve positivo y suelos bien drenados con horizonte superficial
profundo (ej. argiudoles, hapludoles, etc.), en cambio, las Praderas Himedas de
Mesofitas estan asociadas a planicies con poca pendiente y con horizontes
superficiales del suelo poco profundos y escasamente drenados (ej., natracuoles)

(Batista et al., 2005; Burkart et al., 2005). Las Praderas de Meso6fitas son abundantes

17



Capitulo 1: Introduccion General

en la Pampa Ondulada, en cambio, las Praderas Himedas de Mesofitas tienen una
importancia muy marcada en la Pampa Deprimida (Burkart et al., 2005).

Los Pastizales Pampeanos estan sujetos a dos tipos de disturbios que afectan al
funcionamiento de los ecosistemas y la supervivencia de las plantas: las sequias y
las inundaciones (Ameghino, 1886; Soriano, 1991; Insausti et al., 1999). Esto se
debe a que hay excesos de lluvias en invierno y déficits en verano (Soriano, 1991).
Las sequias de verano ocurren en todo el pastizal pampeano, en cambio, las
inundaciones sé6lo ocurren en la Pampa Deprimida o en areas con relieve negativo en

las otras subregiones (Burkart et al., 2005).

Figura 1.6. Subregiones de los
\ WV Pastizales Pampeanos. A:
f;/ Pampa Ondulada, B: Pampa
Interior, C: Pampa Austral, D:

Pampa Deprimida, E: Pampa

Mesopotamica (Adaptado de

Océano Atlantico

Soriano, 1991).

Las especies componentes de los Pastizales Pampeanos pueden dividirse en dos
grupos funcionales principales: dicotiledoneas, generalmente herbéaceas, y

graminoides, grupo que incluye tanto a las gramineas como a otros taxones con
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forma de vida similar (ciperaceas, juncaceas, etc.) (Insausti et al., 2005). En esta
tesis se estudiaron dos especies de gramineas representativas de los Pastizales
Pampeanos: Bromus catharticus Vahl. y Setaria parviflora (Poir.) Kerguelén. Esto
permite que los resultados encontrados en estas especies puedan ser comparadas en
el futuro con los de otras especies del pastizal.

Bromus catharticus Vahl. (Festucoideae) es una graminea bienal o perenne de
vida corta, de crecimiento invernal, que habita en las Praderas de Mesofitas de los
pastizales pampeanos en suelos profundos, no inundables (Burkart et al., 1990,
2005; Batista et al., 2005). La floracion tiene dos picos, uno abundante, primaveral y
otro menor en otono. La principal €poca de dispersion de sus semillas es a
comienzos del verano. Las semillas permanecen durante esa estacion en el banco del
suelo y germinan durante el otofo.

Setaria parviflora (Poir.) Kerguelén (Panicoideae) es una graminea perenne de
crecimiento estival que habita en las Praderas de Mesofitas y en las Praderas
Humedas de Mesofitas, en varias comunidades y condiciones edaficas (Batista et al.,
2005). La dispersion de sus semillas es a fines de verano. Las semillas pasan el

invierno en el banco del suelo y germinan durante la primavera o el verano.

1.5 Antecedentes inmediatos del tema de tesis
Se sabe que las condiciones de humedad del sustrato durante la atenuacion de la
dormicion de las semillas de malezas pueden afectar la sensibilidad de éstas a las

sefiales ambientales que inducen la germinacion (Batlla y Benech-Arnold, 2006).
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Aun asi, existe escasa informacion acerca de la dinamica de la atenuacion de la
dormicion de las semillas a diferentes valores de contenido hidrico del sustrato
(Batlla et al., 2004) y no existen datos de estudios donde se analice este fenomeno
en semillas de banco del suelo con la vegetacion intacta, hechos a campo o en
mesocosmos (bloques del suelo con la vegetacion sin alterar). Existen escasos
trabajos previos donde se estudie el efecto de la disponibilidad de agua de las
semillas de pastizales sobre su dormicion (Rodriguez et al., 1998).

Las inundaciones pueden afectar el nivel de dormiciéon de las semillas. La
respuesta de las semillas a la inundacién depende de la especie, si bien hay muchas
que no responden a este tipo de disturbio, algunas semillas de humedales aumentan
el porcentaje de germinaciéon luego de pasar un periodo en condiciones de
anegamiento (Blanco et al., 1995; Baskin y Baskin, 1998). A pesar de esto, en la
bibliografia son escasas las referencias acerca de los cambios en la sensibilidad a las
sefales que terminan la dormicion luego de una inundacién (Insausti et al., 1995;

Baskin et al., 2000).

Dormicion y germinacion de semillas en los pastizales pampeanos:
relacion con los disturbios

La herbivoria y la inundacion son ejemplos de disturbios que dan origen a claros
donde se instalan plantulas que provienen de la germinacion de semillas (Bullock et
al., 1995; Insausti et al., 1995). La herbivoria genera espacios descubiertos que

presentan un ambiente distinto al del canopeo intacto, particularmente en lo que se

20



Capitulo 1: Introduccion General

refiere a la luz y la temperatura, debido a la miniaturizacion de las matas de pastos y
al achatamiento de la estructura de la vegetacion (Oesterheld y Sala, 1990;
Deregibus et al., 1994). Por su parte, la inundacion impone condiciones de estrés en
muchas especies debido a los cambios que determina en las propiedades del suelo
(Ponnamperuna, 1984; Taboada y Lavado, 1986; Koslowski, 1997). En los
pastizales de la Pampa Deprimida, la inundacién reduce el nimero de especies
presentes y provoca la muerte o la disminuciéon en biomasa de las dicotiledoneas
(Insausti y Soriano, 1987; Chaneton et al., 1988; Insausti, 1996; Insausti et al.,
1999). Este efecto, al igual que el pastoreo, permite la llegada al suelo de radiacion
con alta relacion R/RL y la ocurrencia de mayores amplitudes de temperatura,
sefiales que favorecen la terminacion de la dormicion de las semillas y su

germinacion (Deregibus et al., 1994; Insausti et al., 1995).

1.6 Objetivos e hipotesis de trabajo

El objetivo de esta tesis fue estudiar el rol del agua del suelo en la modificacion
del nivel de dormicion de semillas de gramineas de los Pastizales Pampeanos.
Especificamente se estudid si el contenido de agua en el suelo condiciona la
dormicion de las semillas de Bromus catharticus y su percepcion de las sefales
relacionadas con la apertura del canopeo. Ademas se analizo el efecto de los
contenidos hidricos altos que ocurren, por ejemplo, durante las inundaciones, en la

regulacion de la dormicion de las semillas de Setaria parviflora de diferentes
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comunidades dentro de un pastizal de la Pampa Deprimida y en semillas

provenientes de pastizales no inundables.

Hipotesis

Hipotesis 1: El potencial agua del suelo afecta el nivel de dormicion de las semillas
de Bromus catharticus y modifica su sensibilidad a las sefiales luminicas asociadas a
los claros de la vegetacion.

Hipotesis 2: Las inundaciones afectan el nivel de dormicion de las semillas de
Setaria parviflora y modifican su sensibilidad a los factores ambientales que
terminan la dormicion: luz, temperaturas alternadas y concentracion de nitratos.
Hipotesis 3: Hay diferencias en la regulacion del nivel de dormicién de las semillas
por las inundaciones entre poblaciones de una misma especie residentes en

diferentes habitats.
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CAPITULO I

LA DISPONIBILIDAD DE AGUA AFECTA A LA
DORMICION DE LAS SEMILLAS DE BROMUS

CATHARTICUS VAHL.
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INTRODUCCION

Las condiciones ambientales que experimentan las semillas luego de su
dispersion afectan su nivel de dormicion y el tiempo durante el cual permanecen
dormidas (Derkx y Karssen, 1993). El régimen de temperaturas es uno de los
principales factores ambientales que pueden regular el nivel de dormicion de las
semillas del banco del suelo (Baskin y Baskin, 1980; Bouwmeester y Karssen, 1992,
1993). Sin embargo, otros factores como el contenido hidrico del suelo también
pueden incidir en la determinacién del estado de dormicion de las semillas (Benech-
Arnold et al., 2000; Batlla y Benech-Arnold, 2006).

La sensibilidad de las semillas a los factores que terminan la dormicion y
promueven la germinacion puede ser modificada por las condiciones ambientales
(Gallagher y Cardina, 1998; Pritchard et al., 1999; Probert, 2000). Las semillas de
algunas gramineas, como Dactylis glomerata L., pierden la dormicion cuando
posmaduran en seco y esta pérdida de dormicidon viene acompafiada por
requerimientos de temperatura menos especificos para la germinacion (Probert,
2000). Asi, durante la incubacién de las semillas en distintas condiciones de
disponibilidad de agua, se puede afectar diferencialmente la sensibilidad a los
requerimientos de sefiales ambientales vinculadas con la apertura de claros en la
vegetacion (Benech-Arnold et al., 2000). Cuando se abre un claro en el canopeo, el
aumento en la relacion entre las radiaciones roja y rojo lejano (R/RL) que llega al

suelo es percibida por los fitocromos y estimula la germinacién de las semillas de la
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mayoria de las especies sensibles (Holmes y Smith, 1977; Fenner, 1995, Casal y
Sanchez, 1998). Por otra parte, la luz también puede tener efectos inhibitorios sobre
la germinacién. La percepcion por parte de los fitocromos de la luz con baja relacion
R/RL suministrada continuamente o por pulsos puede revertir los efectos de la luz
con alta relacion R/RL o incluso provocar la inhibiciéon de la germinacion de las
semillas comparada con la oscuridad (Gorski et al., 1978; Frankland, 1986; Casal y
Sanchez, 1998). Sin embargo, las irradiancias continuas con luz con alta relacion
R/RL también pueden tener efectos inhibitorios sobre la germinacion de
determinadas semillas (Hilton, 1984; Ellis et al. 1986; Appenroth et al., 2006).

En las semillas de muchas gramineas que se comportan como malezas de
cultivos, o que habitan en sabanas, se atentia la dormicién durante el
almacenamiento en seco o en el suelo durante la estacion seca (Mott, 1978; Baskin y
Baskin, 1998). Por ejemplo, las semillas de Lolium rigidum Gaudin tienen la
capacidad de perder la dormicidn a contenidos hidricos bajos (Steadman, 2004). Sin
embargo, en las semillas hidratadas de L. rigidum L. se atenia la dormicion mas
lentamente cuando permanecen incubadas por debajo de los —3 MPa (Steadman,
2004). Valores de potencial agua de esta magnitud pueden ocurrir durante las
sequias en el suelo superficial de algunos pastizales (Soriano, 1991). Por su parte,
Bair y colaboradores (2006) encontraron que las semillas de Bromus tectorum
posmaduran en seco a potenciales agua inferiores a los —40 MPa. Este valor
extremadamente bajo de potencial agua de las semillas corresponde a las que sufren

un proceso de deshidratacion en el aire (Hadas, 2004), similar a las condiciones que
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ocurren durante la posmaduracion en seco, hecho que puede suceder en semillas que
tengan poco contacto con el suelo o se hallan expuestas en la superficie. Por otra
parte, las semillas incubadas en un rango de valores relativamente altos de potencial
agua, entre los —1 y —1,5 MPa, sufren cambios moleculares y bioquimicos diferentes
a los que ocurren en semillas secas o embebidas en agua (Bray, 1995). Algunos de
estos cambios podrian afectar diferentes procesos que determinan, en ultima
instancia, el nivel de dormicidn de las semillas (de Miguel y Sénchez, 1992; Ni y
Bradford, 1992; Chen y Bradford, 2000; Sanchez et al., 2002; Finch-Savage y
Leubner-Metzger, 2006). Entonces, los cambios en el nivel y la expresion de la
dormicién se pueden dar a valores de disponibilidad de agua que ocurren en
situaciones extremas (ej. sequias, poco contacto semilla-sustrato), pero también a
valores del agua 1til para las plantas adultas.

El hecho de que en los pastizales que sufren sequias estacionales, las semillas del
suelo disminuyan su nivel de dormicién durante la estacion seca hace que éstas
germinen en otofio, estacidon que en muchos ecosistemas, como en los pastizales
pampeanos, esta relacionada con el comienzo de un periodo de gran disponibilidad
de agua en el suelo (Soriano, 1991; Lambers et al., 1998). A pesar de la importancia
ecoldgica de estos procesos, los trabajos que estudiaron el efecto de la
disponibilidad de agua sobre la dormicion estan hechos en semillas embebidas en
soluciones osmoticas, en camaras con control de humedad atmosférica o en macetas.
Sin embargo, no existen trabajos donde se someta a las semillas a los factores

ambientales en las condiciones mas naturales posibles, por ejemplo, en el banco de
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semillas del suelo sin alterar. En este caso, el uso de mesocosmos con bloques de
pastizal con el suelo y la vegetacion intactos pueden ayudar a realizar experimentos
en condiciones controladas y a la vez mas cercanos a aquellas que ocurren en el
campo (Lawton, 1995).

Bromus catharticus es una especie bienal o perenne que se regenera
exclusivamente por semillas y que estd muy difundida en pastizales, estepas y
sabanas de Sudamérica templada. Tiene floracion primaveral que se extiende hasta
el verano tardio y sus semillas germinan en otofio. La alta palatabilidad de esta
especie hace que sea muy seleccionada por el ganado y que su abundancia
disminuya rapidamente en pasturas y pastizales sobrepastoreados (Burkart, 1969).

El objetivo de este capitulo es estudiar el efecto de la disponibilidad de agua de
las semillas de Bromus catharticus sobre su nivel de dormicién y su sensibilidad a
los factores que la terminan. Para alcanzar el objetivo propuesto se hicieron
experimentos en condiciones controladas de laboratorio y en mesocosmos extraidos

de los pastizales pampeanos y puestos en invernaculo.

MATERIALES Y METODOS

Experimentos en laboratorio
Las semillas de Bromus catharticus se cosecharon en un pastizal de la localidad
de Monte (partido de San Miguel del Monte, provincia de Buenos Aires) en

diciembre del 2004 y diciembre del 2005. Una parte de las semillas cosechadas fue
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rapidamente puesta a germinar para determinar su nivel de dormicion al momento de
la dispersion en los tratamientos de germinacidn que se mencionan posteriormente.
El resto de las semillas fue almacenada en cdmara a -10°C hasta su uso.

Preincubacion de las semillas en oscuridad. Se realizaron experimentos donde se
incubaron las semillas de B. catharticus en oscuridad en diferentes soluciones de
polietilenglicol (PEG) 6000 en incubadora a 25°C continuos: 1) Las semillas del
2004 se incubaron en soluciones de PEG de -0.8 y -1.5 MPa 2) Las semillas del
2005 se incubaron en soluciones de PEG a -3 y -5 MPa. En ambos casos hubo otras
dos condiciones: 1) semillas embebidas en agua destilada y 2) semillas no
embebidas. Cada diez dias se renovo el medio de imbibicion de las semillas bajo luz
verde de muy baja intensidad (Burkart y Sanchez, 1969). Al final del periodo de
incubacién (dos semanas o un mes) se registré el nivel de dormicion de las semillas
poniéndolas a germinar bajo diferentes condiciones de temperatura (15, 20 y 25°C) y
luz: a) R: pulsos diarios de 20 minutos de luz con alta relacion R/RL (Tabla II.1)
provistos por dos tubos fluorescentes Philips 40W/15 cubiertos con acetato rojo, b)
RL: pulsos diarios de 20 minutos de luz con baja relacion R/RL (Tabla II.1)
provistos por una lampara incandescente Osram de 150W filtrada con 10 cm de agua
y filtros Schott RG9 (Schott, Mainz, Alemania) y c¢) oscuridad. Se contd con 4
repeticiones con 25 semillas cada una. Luego de 10 dias de incubacion se contaron
las semillas germinadas. Ademads, se realizd otro experimento adicional para
determinar la reversion por RL del efecto promotor de la germinacion de la luz R.

En este caso, en un lote de semillas embebidas o no en agua durante un mes a 25°C
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se realizaron los tratamientos a), b) y ¢) mencionados anteriormente y un nuevo
tratamiento donde los pulsos diarios de 20 minutos de luz con alta relacion R/RL

fueron seguidos por pulsos diarios de 20 minutos de luz con baja relacion R/RL.

Tratamiento R/RL Irradiancia Tabla II.1. Tratamientos
2.1

R 1,00 pmoles folt gnes m s luminicos durante la

RL 0,002 6,3 inacion de 1 1

Osc ) ’ germinacion de las semillas

de  Bromus catharticus.

Preincubacion de las semillas en [uz. Las semillas se incubaron no embebidas,
embebidas en agua destilada o en una solucién de PEG de —0,8 MPa en una camara
a 25°C continuos bajo los siguientes tratamientos de luz (fotoperiodo= 14 h de
luz/10 h de oscuridad): 1) R: Pretratamiento con alta relacion R/RL (Tabla I1.2) que
se consiguid con la siguiente combinacion de filtros: a) malla tejida de pléstico gris
con agujeros de 1 mm?, b) acrilico Cristal transparente (Acrilicos Paolini, Buenos
Aires, Argentina) c) filtro rojo Lee n® 781 que excluye la luz azul (Lee filters, USA)
y ¢) filtro difusor Lee n°® 216 (Lee filters, USA) 2) RL: Pretratamiento con baja
relacion R/RL (Tabla I1.2) que se consigui6 con la siguiente combinacion de filtros:
a) acrilico Azul Paolini n° 2031 de 2,4 mm de espesor, agujereado, que excluye la
luz roja (Acrilicos Paolini, Buenos Aires, Argentina), b) acrilico Cristal transparente
(Acrilicos Paolini, Buenos Aires, Argentina) c) filtro rojo Lee n® 781 que excluye la

luz azul (Lee filters, USA) y c¢) filtro difusor Lee n® 216 (Lee filters, USA) y 3)
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oscuridad. Las fuentes de luz fueron tubos fluorescentes Philips 36 W/930 TLD 90
de Luxe y lamparas incandescentes de 40W reflectoras (General Electric, Budapest,
Hungria). Cada diez dias se renovd el medio de incubacion de las semillas. La
renovacion del medio de incubacion de las semillas que permanecieron en oscuridad
se realizd bajo luz verde de muy baja intensidad (<0,06 pmoles fotones m™s"), en
cambio, en los otros dos tratamientos, la renovacion se realizd bajo los respectivos
filtros durante el periodo de luz. Luego de un mes, las semillas se pusieron a
germinar durante 10 dias en agua destilada a 15 y 20°C en los mismos tratamientos
de luz que en los experimentos anteriores (Tabla II.1). Se cont6é con 4 repeticiones

con 25 semillas cada una.

Tratamiento R/RL Irradiancia Tabla II.2. Condiciones
2.1

R 178 pmoles f(;t(;gnes m s luminicas durante la

gI;C 0,12 2.8 preincubacion de las semillas

de  Bromus catharticus.

En todos los experimentos de laboratorio, el porcentaje de germinacion se
transformé de acuerdo al arcoseno Vx y los resultados se analizaron estadisticamente

con ANOVAs de un factor (Sokal and Rohlf, 1969).
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Experimentos en mesocosmos

En diciembre del afio 2005 se extrajeron bloques de suelo del pastizal de 0,40 x
0,27 x 0,15 cm con la vegetacion intacta luego de la dispersion de las semillas de
Bromus catharticus. Los bloques se colocaron en bateas y se llevaron a un
invernaculo con temperatura controlada que simulaba las temperaturas de verano.
Una vez alli se sometieron a los siguientes tratamientos durante dos meses: 1)
Riego: los bloques fueron regados diariamente a capacidad de campo y 2) Sequia
superficial: los bloques solo fueron regados por debajo con el fin de mantener viva
la vegetacion. Se hicieron mediciones continuas del contenido hidrico volumétrico
con sensores FDR marca ECHO Probes (Decagon, USA) conectados a un datalogger
Campbell 21-X (Campbell Scientific Ltd., USA). Los valores correspondientes de
potencial agua se determinaron usando una curva de retencion hidrica del suelo de
los bloques. Se midié la temperatura del suelo de los bloques de pastizal con
termistores conectados a un datalogger HOBO H08-006-04 (Onset Computer Corp.,
Bourne, MA, USA). Luego de dos meses del inicio de los tratamientos, se realizd un
registro inicial del numero de plantulas de B. catharticus emergidas bajo el canopeo,
se regaron todos los bloques a capacidad de campo y se bajo la temperatura del
invernaculo para simular las condiciones térmicas del otofio. En ese momento se
cortd la vegetacion al ras y se dejo la mitad de los bloques expuestos a la luz natural
del sol. La otra mitad se cubrid con filtros que excluyen la luz roja y permiten que a
las semillas llegue una baja relacion R/RL (acrilico Azul Paolini n® 2031 de 2,4 mm

de espesor). En los bloques descubiertos, la radiacion PAR al mediodia con cielo
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descubierto fue de 1870 pmoles m™s™ y la relacion R/RL fue de 1,20. Bajo los
filtros, la radiacion PAR al mediodia fue de 380 umoles m™s™ y la relacion R/RL fue
de 0,01. A las 5 y 30 PM la relacién R/RL de los bloques descubiertos fue de 1,10 y
bajo los filtros de 0,08. Luego de dos semanas en estas condiciones se contaron las
plantulas emergidas de B. catharticus y se analizaron los datos con un test no
paramétrico de Kruskal-Wallis con comparaciones a posteriori (0=0,05) (Sokal and

Rohlf, 1969).

RESULTADOS

Experimentos en laboratorio

Preincubacion en oscuridad. Las semillas recientemente cosechadas de Bromus
catharticus del ano 2004 germinaron cerca del 60% a 15°C bajo pulsos de luz roja
(Rp). A 15°C no se observo germinacion en oscuridad ni bajo pulsos de rojo lejano
(RLp). Las semillas puestas a 20 o 25°C no germinaron. Después de permanecer
durante dos semanas en los diferentes tratamientos de preincubacion, las semillas
irradiadas con Rp germinaron en todas las temperaturas (Fig. Il.1a,b,c).
Remarcablemente, a 20 y 25°C una fraccion de las semillas preincubadas en agua
permaneci6 sin germinar (p<0,05; Fig. II.1b,c). A 25°C, las semillas posmaduradas
en seco germinaron en un mayor porcentaje cuando fueron irradiadas con Rp con
respecto a las semillas embebidas (Fig. II.1¢). Ademas, una fraccion de las semillas

posmaduradas en seco adquirid la capacidad de germinar en oscuridad y RLp, esto
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no ocurrid en las semillas preincubadas en agua o en las soluciones osmoticas (Fig.

II.1a,b,c).
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Fig. II.1. Germinacién (%) de las semillas de Bromus catharticus preincubadas durante dos
semanas en diferentes condiciones de imbibicion o posmaduradas en seco a 25°C. Luego de
la preincubacion, las semillas se pusieron a germinar a 15°C (a), a 20°C (b) 0 2 25°C (¢) y
se trataron con pulsos diarios de luz R (cuadrados y linea partida), pulsos diarios de luz RL
(triangulo y linea llena) o en oscuridad (tridngulo y linea partida). Los valores son medias +
ES. Las diferentes letras indican diferencias significativas (0=0,05).

La germinacion inicial de las semillas de B. catharticus del afio 2005 fue cercana
al 35% a 15°C y bajo Rp, no germinaron en oscuridad ni bajo RLp. Todas las
semillas permanecieron dormidas cuando fueron puestas a germinar a 20 y 25°C.
Después de un mes de los tratamientos de preincubacion, las semillas irradiadas con
Rp a 15°C, mostraron diferencias en el porcentaje de germinacion entre condiciones,
las semillas preincubadas en agua germinaron menos que en el resto de los
tratamientos de preincubacion (p<0,05; Fig. I11.2a). También se encontraron
diferencias significativas entre tratamientos de preincubacion cuando las semillas
fueron sometidas a Rp a 20°C. Sin embargo, en este caso, todas las semillas
incubadas durante 1 mes en agua destilada o a -3 MPa permanecieron dormidas, en
cambio, germind una fraccion de las semillas incubadas a -5 MPa y las

posmaduradas en seco (Fig. I1.2b). Las semillas no germinaron a 25°C.
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Fig. I1.2. Germinacion (%) de semillas cosechadas en diciembre de 2005 y preincubadas
durante un mes en diferentes condiciones de imbibicion a 25°C. Luego de la preincubacion,
las semillas se pusieron a germinar a 15°C (a) o a 20°C (b) y se trataron con pulsos diarios
de luz R (cuadrados y linea partida), pulsos diarios de luz RL (tridngulo y linea llena) o en

oscuridad (tridngulo y linea partida). Los valores son medias = ES. Las diferentes letras
indican diferencias significativas (a=0,05).

Las semillas preincubadas durante un mes en agua destilada germinaron cuando
fueron expuestas a Rp pero permanecieron dormidas en respuesta a RLp o en
oscuridad (Fig. II.3a). Ademas, en estas semillas, el efecto promotor de Rp sobre la
germinacion fue inhibido por un posterior pulso de rojo lejano (Fig. 11.3a). En

cambio, las semillas posmaduradas en seco germinaron considerablemente en todos

los tratamientos (Fig. I1.3b).
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Fig. 11.3. Germinacion (%) de semillas de Bromus catharticus preincubadas en agua
destilada (a) o posmaduradas en seco (b) durante un mes a 25°C. Luego de la
preincubacion, las semillas se pusieron a germinar a 15°C y se trataron con pulsos diarios
de luz R, pulsos diarios de luz RL, pulsos diarios de luz R seguidos de pulsos de RL o en
oscuridad. Los valores son medias + ES. Las diferentes letras indican diferencias
significativas (0=0,05).

Preincubacion en luz. En los experimentos de laboratorio conducidos en oscuridad
se observd que la preincubacion de las semillas de B. catharticus a diferentes
disponibilidades hidricas modificaron de distinta manera su dormicion. Esto motivo
que se evaluara este efecto bajo fotoperiodos diarios de 14 hs de luz roja (Rc), de luz
rojo lejano (RLc) o en oscuridad constante. Remarcablemente, las semillas
preincubadas en agua e irradiadas con Rc permanecieron dormidas cuando se
pusieron a germinar a 15 o 20°C bajo cualquier tratamiento de luz (Fig. 11.4a,b). En
cambio, una fraccidn significativa de las semillas preincubadas a -0,8 MPa germiné
en respuesta a Rp (Fig. 11.4a,b). Por su parte, las semillas posmaduradas en seco
germinaron en un alto porcentaje bajo todos los tratamientos de luz (Fig. II.4a,b).
Cuando las semillas preincubadas en RLc se pusieron a germinar a 15°C bajo Rp no
se observaron diferencias entre tratamientos de preincubacion (Fig. Il.4c). Sin
embargo, a 20°C, las semillas preincubadas en agua germinaron significativamente

menos con respecto a los otros tratamientos (Fig. 11.4d). En las semillas
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preincubadas en oscuridad constante se observd que una fraccidon mayor de las
semillas preincubadas en agua destilada permanecié dormida en comparaciéon con

las semillas preincubadas a —0,8 MPa o las posmaduradas en seco (Fig. 11.4,e.f).
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Fig. I1.4. Germinacion (%) de semillas de Bromus catharticus preincubadas durante un mes
a 25°C en diferentes condiciones de imbibicion y bajo tres tratamientos de luz continua en
un fotoperiodo diario de 14 horas. Luz roja (a, b), luz rojo lejano (c, d) y oscuridad (e, f).
Luego de la preincubacion, las semillas se pusieron a germinar a 15°C (a, ¢, d) o a 20°C (b,
d, f). Durante el test de germinacion las semillas se trataron con pulsos diarios de luz R
(cuadrados y linea partida), pulsos diarios de luz RL (triangulo y linea llena) o en oscuridad
(tridngulo y linea partida). Los valores son medias = ES. Las diferentes letras indican
diferencias significativas (a=0,05).
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Experimento de mesocosmos en inverndculo

Se registraron temperaturas de verano en los bloques de pastizal durante la
imposicion de los tratamientos de riego (Fig. II.5a). Al momento de la apertura del
canopeo, la temperatura de los bloques disminuy0, asemejandose a la que ocurre en
el pastizal durante el otofio (Fig. I1.5a). Se diferenciaron claramente las marchas del
potencial agua del suelo superficial de los dos tratamientos de riego (Fig. IL.5b).
Mientras que los bloques de pastizal regados diariamente tuvieron un potencial agua
cercano a capacidad de campo, los bloques sometidos a sequia mostraron

potenciales agua menores, excepto en el dia 31 donde se simul6 una lluvia que mojo

superficialmente el suelo (Fig. 11.5b).

&

) a 9.0 I
s b i '\
@ 30+ + o f“\,'f\-. }' S
3 T = oed' ¥V A i \
5 § é i \ ,’"‘\ ’:--»“ll \
) \ ., \
g 254 %: \‘ [f ~ H .I Ja‘\‘
-_— B 1
3 s R Al
& 2] 8% . oo
3 @ 3 LA | \
s 5% 75 v ' |
5 *1 v
£ \
@
=

10 T T T T T -10.0 T T T T T

0 15 30 45 60 75 0 10 20 30 40 50 60

Dias del experimento

Fig. II.5. Promedio de la marcha de la temperatura y del potencial agua de suelo superficial
de los bloques de pastizal. Temperatura de los bloques en invernaculo (a). La flecha indica
el momento en que se regaron superficialmente todos los bloques, se cortd el canopeo y se
instalaron los filtros de luz. Potencial agua del suelo de los dos tipos de tratamientos de
riego (b). Bloques de pastizal regados diariamente (linea llena) y bloques sometidos a
sequia superficial (linea partida). Se promedio el valor de tres repeticiones por tratamiento
de riego. La flecha indica el dia 31 en que se regaron superficialmente los bloques.
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Terminado el periodo experimental donde se impusieron los tratamientos de
riego, habian emergido mas plantulas en los bloques regados superficialmente que
en aquellos donde se simul6 sequia (H=10,32; P=0,0155). Sin embargo, las mayores
diferencias entre tratamientos se registraron luego de la segunda parte del
experimento donde se impusieron los tratamientos de luz (H=17,98, P<0,001)(Fig.
I1.6). Una vez regados superficialmente todos los bloques y abierto el canopeo, el
pretratamiento de sequia tuvo un considerable efecto promotor de la emergencia con
respecto al de riego continuo, dentro de un mismo tratamiento de luz (Fig. 11.6). Asi,
la mayor emergencia se obtuvo cuando en los bloques que sufrieron sequia
superficial se permitié la incidencia de la luz natural. En cambio, el menor nimero
de plantulas se registrd en los bloques regados donde al momento de la apertura del

canopeo se excluyo la luz roja (Fig. 11.6).
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Los resultados de este capitulo de la tesis sugieren que por lo menos existen tres

niveles de disponibilidad de agua del medio que afectan de manera distinta el

proceso de atenuacion de la dormicion de las semillas de Bromus catharticus. Uno

de los niveles de disponibilidad de agua comprende los valores cercanos a 0 MPa y

hace que una fraccidon de las semillas preincubadas en estas condiciones no germine,

aun después de que hayan recibido los requerimientos de luz roja para terminar la

dormicion (Fig. 11.1,4). Existe informacidén que indica que la permanencia de las
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semillas dentro de este nivel permite que sucedan varios procesos fisioldgicos
relacionados con la terminacion de la dormicidon de las semillas, procesos que no
ocurren a potenciales agua mas bajos (de Miguel y Sadnchez, 1992). Sin embargo, no
existen trabajos que indiquen que la permanencia de las semillas hidratadas en este
nivel pueda afectar la atenuacidon de su dormicion. El segundo nivel comprende a las
semillas hidratadas aproximadamente a —0,8 MPa hasta un valor menor a los -5MPa
pero mayor a aquellos que presentan las semillas que posmaduran en seco. En este
nivel, las semillas de B. catharticus disminuyen su dormicién manteniendo los
requerimientos de luz roja para germinar. El Gltimo nivel involucra a las semillas de
B. catharticus que posmaduran en seco. En éste, las semillas disminuyen su
dormicion con mayor intensidad y germinan en un rango mas amplio de condiciones
que las semillas hidratadas (Bewley y Black, 1994, Probert, 2000; Steadman, 2004;
Fig. 11.1,2,3,4). En muchas de las semillas que posmaduran en seco no se atenta la
dormicion o incluso se puede intensificar cuando permanecen en condiciones
hidratadas (Bewley y Black, 1994). Por ejemplo, las semillas de Bromus tectorum de
las estepas arbustivas de Utah no se despiertan y pierden viabilidad a potenciales
agua por arriba de los -40 MPa (Bair et al., 2006). Esto no ocurri6 en B. catharticus
donde, al igual que en las semillas de plantas de Lolium rigidum que se comportan
como malezas de cultivos de trigo, las semillas hidratadas en oscuridad atenuaron la
dormicioén a potenciales agua altos y germinaron en presencia de luz (Steadman,
2004; Fig. 11.1,2,3,4). Las diferencias entre las especies provenientes de las estepas,

los cultivos de trigo de Australia y los pastizales pampeanos, sugiere la existencia de
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diferencias interespecificas posiblemente asociadas al hébitat (Steadman, 2004; Bair
et al., 2006).

La germinacion de las semillas de numerosas especies de los pastizales se inhibe
por la accion de los fitocromos debido a la percepcion de la luz filtrada por el
canopeo (Silvertown, 1980; Insausti et al.,, 1995). Las semillas de Bromus
catharticus cuya dormicién disminuyd cuando fueron preincubadas con amplia
disponibilidad de agua en laboratorio no tuvieron la capacidad de germinar bajo
condiciones luminicas relacionadas con un canopeo intacto o con un entierro
profundo en el suelo: luz con baja relacion R/RL y oscuridad. En estas semillas, el
efecto promotor de la germinacion de los pulsos de luz R pudo revertirse por un
inmediato pulso de RL. En cambio, un considerable porcentaje de las semillas
posmaduradas en seco germind en oscuridad o bajo pulsos de rojo lejano. Estos
resultados indican que la germinacion permanece estrechamente regulada por la
accion de los fitocromos en las semillas embebidas, hecho que no ocurre en las
semillas posmaduradas en seco. Los fotoperiodos relativamente largos de luz blanca
o roja inhiben la germinacién de las semillas de algunas especies (ej. Bromus
sterilis) durante el periodo en que la luz es aplicada (Negbi y Koller, 1964; Hilton,
1984). En el caso de B. catharticus se observo que el efecto inhibidor de la luz R
continua provocd que germinen menos semillas que a cosecha, aun después de
trasladarse a oscuridad continua. Por lo tanto, la irradiancia con luz R continua
intensifica la dormicion de las semillas de B. catharticus. El efecto de la luz RL

continua sobre la dormicién de las semillas fue similar al de la oscuridad pero
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diferente al del R continuo. Esto indicaria que la inhibicién con luz R continuo no
forma parte de un HIR clasico sino que es parte de una respuesta diferente a las altas
irradiancias de luz (Casal y Sanchez, 1998; Appenroth et al., 2006).

En este capitulo se probd la importancia del contenido hidrico del suelo sobre la
atenuacion de la dormicidn de las semillas del banco de un pastizal. Se observo que
la emergencia de plantulas de B. catharticus fue mayor en los bloques de pastizal
sometidos a sequia que en los bloques que permanecieron a capacidad de campo.
Varios trabajos sobre germinacion de semillas de ecosistemas dominados por pastos
muestran que la emergencia es mayor en los afios mas himedos o que so6lo esta
restringida a afios con lluvias por encima de lo normal (Lauenroth et al., 1994;
Defosse et al., 1997; Marone et al., 2000; Bisigato y Bertiller, 2004). Sin embargo,
en estos ecosistemas puede haber una ausencia de reclutamiento en afios
excesivamente himedos (Lauenroth et al., 1994) o una germinacion muy elevada
cuando una sequia prolongada se interrumpe por abundantes lluvias (Marone et al.,
2000). Asi, la distribucidn intraestacional de las precipitaciones seria un importante
factor de control del reclutamiento de plantulas en los ecosistemas dominados por
pastos (Lauenroth et al., 1994). Los resultados de este capitulo de la tesis aportan
evidencia experimental directa sobre la importancia de un periodo de sequia en los
pastizales donde una considerable fraccion de las semillas disminuiria intensamente
la dormicion, seguido de una estacion lluviosa donde, la alta disponibilidad de agua,

permitiria la germinacion y establecimiento de las plantulas.
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Una importante cantidad de plantulas de los bloques sometidos a sequia
emergieron bajo condiciones de luz que semejaron la presencia de plantas adultas
establecidas. Este comportamiento, aunque significativo, fue menos importante en
los bloques a capacidad de campo. Esto indica que parte de las semillas de Bromus
catharticus que pierden su dormicion en el suelo pueden germinar bajo la vegetacion
establecida. En este caso, ademés de la emergencia, resulta imprescindible estudiar
la supervivencia posterior de las plantulas para comprender la importancia de la

germinacion bajo el canopeo sobre la dinamica poblacional de Bromus catharticus.
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INTRODUCCION

La regulacion del nivel de dormicion de las semillas por parte del ambiente
posibilita que la germinacioén ocurra en la época mas favorable para el crecimiento
de las plantulas. El régimen de temperatura es uno de los principales factores
ambientales que pueden regular la dormicion de las semillas del banco del suelo
(Baskin y Baskin, 1980; Bouwmeester et Karssen, 1992, 1993; Batlla y Benech-
Arnold, 2005). Sin embargo, otros factores como el ambiente gaseoso del suelo
pueden incidir en la determinacion del estado de dormicion de las semillas
particularmente en habitats inundados (Corbineau y Cdéme, 1995; Baskin et al.,
2000). Dentro de los componentes gaseosos del suelo, la mayor o menor
disponibilidad de oxigeno es una de las causas mas importantes que pueden afectar
la dormicion de las semillas. El efecto de las inundaciones sobre la dormicion de las
semillas depende de la especie que se trate, las semillas de algunas especies entran
en dormicion secundaria cuando el suelo esta inundado, en cambio, otras, atentan su
nivel de dormicion (Insausti et al. 1995; Crawford, 2003). En muchas poblaciones
una vez que se alcanza un nivel de dormicion bajo, se debe terminar mediante
distintos tipos de sefales ambientales para que pueda producirse la germinacidon
(Benech-Arnold et al., 2000). En semillas de especies pertenecientes a pastizales la
dormicion se termina cuando son expuestas a la luz o a temperaturas alternadas,
sefiales que estan relacionadas con los claros en la vegetacion (Thompson y Grime,

1983; Insausti et al., 1995).
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Los cambios en el nivel de dormicion alteran la sensibilidad de las semillas a los
factores que la terminan (Benech-Arnold et al., 2000; Batlla y Benech-Arnold,
2005). Asi, las diferentes condiciones experimentadas por las semillas, que
modifican su nivel de dormicion, también cambian su respuesta a las sefiales
ambientales que posibilitan la germinacion (Probert et al., 1985; Noronha et al.
1997; Steadman, 2004). Esta respuesta a las condiciones ambientales durante la
posmaduracion de las semillas también depende de cada especie en particular, en
Ambrosia tenuifolia, la inmersion en agua de las semillas provoca un aumento de su
sensibilidad a la luz (Insausti et al., 1995), sin embargo, la ausencia de oxigeno
causada por las inundaciones puede generar la pérdida de los requerimientos de luz
para germinar en las semillas de Schoenoplectus purshianus (Fernald) MT Stong.
(Baskin et al, 2000).

Las especies del género Setaria L. tienen eficientes mecanismos de dormicioén
(Dekker, 2000). En particular, presentan requerimientos de estratificacion en frio
que les permiten a las semillas atenuar su dormicién durante el invierno
posibilitando asi la sincronizacion de la germinacion con la llegada de la primavera
(Dekker, 2000). Ademas, las semillas presentan una respuesta positiva de la
germinacion a la alternancia de temperaturas (Dekker, 2000). En Setaria faberii L.,
Dekker y Hargrove (2002) observaron que la salida de la dormicion de las semillas
esta regulada por la tasa de absorcion del oxigeno disuelto en el agua de imbibicion.

Setaria parviflora (Poir.) Kerguélen es una especie perenne, megatérmica de

amplia distribucion geografica y ecoldgica que habita en diferentes ecosistemas
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sometidos a frecuentes disturbios (Dekker, 2000). En los pastizales naturales de la
Pampa Deprimida (Provincia de Buenos Aires, Argentina), habita en comunidades
situadas en relieves planos con poca pendiente sometidas a inundaciones y en
comunidades situadas en posiciones topograficas mas altas con suelos mejor
drenados, donde ese disturbio no sucede. Sus semillas se dispersan durante el verano
y la germinacion ocurre en primavera tardia, luego del periodo de inundacion que
ocurre durante el invierno o a principios de la primavera.

El objetivo de este capitulo fue estudiar los efectos de las inundaciones inverno-
primaverales sobre la dormicion de las semillas de Setaria parviflora provenientes
de dos comunidades de los pastizales de la Pampa Deprimida. Se estudié como este
disturbio modula la capacidad de las semillas de percibir las sefnales asociadas con la

apertura de los claros en la vegetacion.

MATERIALES Y METODOS

En marzo de 2003 se cosecharon semillas maduras de Setaria parviflora en dos
poblaciones situadas en sendas comunidades dentro del paisaje Las Chilcas de la
Pampa Deprimida, Provincia de Buenos Aires, Argentina (Burkart ez al., 1990): 1)
Comunidad no inundable (Alto) caracterizado por la presencia de Melica brasiliana
Ard., Borreria dasycephala (Cham. & Schltdl.) Bacigalupo & E. L. Cabral y
Echium plantagineum L. variante tipica asociada a suelos bien drenados, libres de
inundaciones y situados en las partes relativamente altas del paisaje y 2) Comunidad

inundable (Bajo) caracterizada por Piptochaetium montevidense (Spreng.) Parodi,
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Ambrosia tenuifolia Spreng., Eclipta bellidioides (Spreng.) Sch. Bip. ex S.F. y
Mentha pulegium L. situada en una posicion topografica mas baja con respecto a la

comunidad anterior (Fig. III.1). Las semillas se guardaron en bolsas de papel en

laboratorio (20 + 2°C).
0.5 Km
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Fig. III.1. Esquema del relieve del pastizal de la Pampa Deprimida donde se realizaron las
cosechas de las semillas de S. parviflora y los experimentos de campo. A: Alto, B: Bajo.

Antes del inicio de los experimentos se evalud la germinacion con los mismos
tratamientos que se mencionan posteriormente. La germinacidon se evalud en dos
momentos: 1) inmediatamente después de la cosecha y 2) luego de tres meses de

almacenadas.

Pretratamientos de las semillas

Con el proposito de estudiar el efecto de las inundaciones sobre el estado de
dormicion de las semillas de Setaria parviflora, se las sometid a diferentes
pretratamientos a campo y en laboratorio, para luego, evaluar su germinacién en

ambos casos bajo las mismas condiciones controladas de laboratorio.
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Pretratamientos de campo. Se realizd un experimento de entierros reciprocos de
las semillas entre las dos comunidades de origen de las poblaciones de Setaria
parviflora. El 5 de junio de 2003 se colocaron grupos de 800 semillas dentro de
bolsas de tela de poliéster de trama abierta (10 x 8 cm) y se enterraron a 3 cm de
profundidad en las dos comunidades. Durante estos pretratamientos se registraron
diariamente la temperatura del suelo con termistores y el contenido hidrico
volumétrico del suelo con sensores ECHO Probes EC-10 (Decagon Devices,
Pullman, USA) instalados en dataloggers Campbell 21-X (Campbell Scientific,
Logan, USA).

Se exhumaron las semillas en oscuridad en dos fechas, la primera durante la
primavera (27 de noviembre de 2003) a los 6 meses de enterradas, durante el
periodo de inundaciones. La segunda exhumacion se realizé durante el verano (23
de enero de 2004) a los 8 meses de enterradas.

Pretratamientos de laboratorio. Se estratificaron las semillas en grupos de 800,
puestas en cajas de plastico de 15 x 10 x 6 cm sobre algodén cubierto de papel
blanco absorbente humedecido con agua destilada. Otros grupos de semillas se
sumergieron bajo 5 cm de agua destilada en las mismas cajas, éstas etuvieron
envueltas en polietileno negro opaco y se mantuvieron en incubadora a 5°C durante

3 meses.
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Tratamientos de germinacion

Luego de los pretratamientos, las semillas se pusieron a germinar en cajas de
poliestireno cristal transparente de 6 x 7 x 1 cm conteniendo algodon y papel blanco
absorbente saturados con agua. Se realizaron cuatro repeticiones con 25 semillas
cada una de los siguientes tratamientos: 1) R: pulsos de luz roja durante 20 min por
dia (Tabla III.1), provista por dos tubos fluorescentes Philips TL 40W/15 cubiertos
con acetato rojo (La Casa del Acetato, Buenos Aires, Argentina), 2) RL: pulsos de
luz rojo lejano durante 20 min por dia (Tabla III.1), provista por una ldmpara Osram
incandescente de cuarzo de 150 W filtradas con 10 cm de agua y filtros Schott RG9
(Schott, Mainz, Germany) de 2 mm de espesor y 3) oscuridad. Estos tratamientos
luminicos se combinaron en un arreglo factorial con dos tratamientos de temperatura
1) Temperatura alternada 20/30°C (9/15 h dia™) similar al promedio de la
temperatura maxima y al promedio de la temperatura minima que experimentan las
semillas en los claros de la vegetacion del pastizal, los tratamientos de luz se dieron

durante la fase de alta temperatura y 2) temperatura constante de 25°C.

Tratamiento A,,, R/RL Irradiancia Tabla III.1. Tratamientos
nm umoles fotones m™s™ luminicos durante la

R 610 4,09 18 germinacion de las

RL 760 0,002 6,3 semillas de Setaria

Osc - - - parviflora.

Las semillas se distribuyeron dentro de las cajas bajo luz verde de muy baja
intensidad (Burkart y Sanchez, 1969). Las cajas se cubrieron con polietileno negro

opaco. A continuacion, se expusieron durante 5 dias seguidos a los tratamientos de
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luz y luego de 10 dias se cont6 el nimero de semillas germinadas. En el célculo del
porcentaje de germinacion se descontaron las semillas muertas a la cantidad total de
semillas por caja (Herron et al., 2000). La distincion entre semillas vivas y muertas
se realizo en cada repeticion sobre la base de la firmeza de las semillas determinada
al syjetarlas con una pinza histologica (Steadman, 2004). Al mismo tiempo con otro
grupo de semillas sometidas a los mismos pretratamientos se realizaron test con
cloruro de tetrazolio (solucion de 1% 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (w/v)
durante 24 h en oscuridad a 25°C) para comprobar la viabilidad. Los porcentajes de
germinacion fueron transformados a proporciones y vueltos a transformar segin la
formula arcoseno Vx (Sokal y Rohlf, 1969). Los datos transformados fueron
analizados usando andlisis de varianza de dos vias (temperatura y luz). Las
comparaciones multiples se realizaron con el test de Tukey (P<0,05) (Sokal y Rohlf,
1969). Las diferencias en el comportamiento germinativo entre las poblaciones de
semillas cosechadas en el Alto y el Bajo se determinaron por el estudio de la triple
interaccion: poblacion x temperatura x luz usando un analisis de varianza de tres

vias (Sokal y Rohlf, 1969).

RESULTADOS

El porcentaje de germinacion de las semillas de Setaria parviflora recientemente
cosechadas en ambas poblaciones fue nulo en todos los tratamientos de luz y
regimenes de temperatura. Sin embargo, luego de tres meses de almacenamiento en

laboratorio, las semillas del Alto germinaron mas de un 70% cuando se expusieron a
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la luz roja, esta germinacion fue significativamente mayor que la ocurrida en
oscuridad (Fig. III.2a). Por su parte, las semillas del Bajo germinaron en todos los
tratamientos a los que fueron expuestas sin mostrar grandes diferencias en las
respuestas a ellos (Fig. I11.2b). La viabilidad de las semillas cosechadas en el Alto fue del
92% vy las del Bajo fue del 96% (b). Este fue el comportamiento de las semillas antes

del inicio de los experimentos que se describen abajo.

a Temp. 0.096 b Temp. 0.23
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Fig. III.2. Germinacion (%) de las semillas de Setaria parviflora bajo diferentes
tratamientos de luz y temperaura antes del inicio de los experimentos. Semillas cosechadas
en el Alto (a) y en el Bajo (b). Alt: Temperaturas alternadas (20-30°C), Con: Temperatura
continua (25°C), R: Luz con alto R/RL, RL: Luz con bajo R/RL, Osc: Oscuridad. Los
valores son medias + ES. La significacion del ANOVA de dos vias aparece dentro de cada
panel (dfgro= 18). Las diferentes letras indican diferencias significativas (p<0.05).

Experimento de entierros reciprocos en el campo

Durante el tiempo en que las semillas permanecieron enterradas, el suelo del Bajo
estuvo inundado durante varios periodos en el invierno y la primavera, hecho que no
ocurrio en el Alto (Fig. 111.3a). La primera exhumacion de las semillas en el campo
se realizoé durante una inundacion que afectd a la comunidad del Bajo, la segunda

exhumacion se realizd durante una sequia que afecté a las dos comunidades (Fig.
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I1.3a). Las semillas enterradas en ambas comunidades estuvieron expuestas a

temperaturas medias diarias similares (Fig. II1.3b).

Temperatura (°C)

Contenido hidrico volumétrico (%)

- - — - - I
Abiil Octubre Diciembre Abril Octubre Diciembre

Fig. II1.3. Marcha del contenido hidrico volumétrico (a) y la temperatura del suelo (b) del
Alto (lineas discontinuas) y del Bajo (lineas continuas) durante el experimento de entierros
reciprocos en el campo. La linea negra horizontal sobre el eje de absisas de (a) indica el
periodo de inundaciones en el Bajo. Las flechas indican las fechas de exhumacion de las
semillas.

Las diferencias en el ambiente del suelo tuvieron una gran influencia sobre la
dormicion de las semillas de Setaria parviflora de ambas poblaciones pero la
afectaron de una manera similar. Las semillas exhumadas en la comunidad del Alto
durante la primavera germinaron en un mayor porcentaje que las exhumadas en el
Bajo (Fig. II1.4). Mientras que las semillas enterradas en el Alto germinaron mas que
antes de los entierros (Fig. 1Il.4a,c), las enterradas en el Bajo germinaron menos y
requirieron temperaturas alternadas para terminar la dormicioén (Fig. 111.4b,d). No
existieron diferencias significativas en el comportamiento germinativo entre las
semillas cosechadas en el Alto y en el Bajo exhumadas de la comunidad del Alto
(poblacion x temperatura x luz: P = 0,289). Por otra parte, las semillas cosechadas

en el Alto y enterradas en el Bajo fueron mas afectadas por el entierro que las
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semillas cosechadas en el Bajo (poblacion x temperatura x luz: P = 0,023). La
viabilidad de las semillas cosechadas y enterradas en el Alto fue del 84%, la de las semillas
cosechadas en el Alto y enterradas en el Bajo fue del 92%, la de las semillas cosechadas en

el Bajo y enterradas en el Alto fue del 80% y la de las semillas cosechadas y enterradas en

el Bajo fue del 84%.
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Fig. 1I1.4. Germinacién (%) bajo diferentes tratamientos de temperatura y luz de las
semillas de Setaria parviflora cosechadas en el Alto (a, b) o en el Bajo (c, d). Las semillas
permanecieron enterradas durante 6 meses en el Alto (a, ¢) o en el Bajo (b, d). Alt:
Temperaturas alternadas (20-30°C), Con: Temperatura continua (25°C), R: Luz con alto
R/RL, RL: Luz con bajo R/RL, Osc: Oscuridad. Los valores son medias + ES. La
significacion del ANOVA de dos vias aparece dentro de cada panel (dfgqo— 18). Las
diferentes letras indican diferencias significativas (p<0.05).

La germinacion de las semillas de Setaria parviflora exhumadas durante la sequia

de verano fue mayor que en la anterior fecha de exhumacion, particularmente en las
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condiciones mas estimulantes: temperaturas alternadas en combinacion con luz (Fig.
I11.5). Los menores valores de germinacion se observaron a temperaturas constantes
en ausencia de luz roja, especialmente en las semillas enterradas en el Bajo (Fig.
I11.5b,d). Se observo que las semillas provenientes de ambas poblaciones enterradas
en el Alto mostraron un comportamiento germinativo parecido frente a los
tratamientos de temperatura y luz (Fig. 1I.5a, c; poblacion x temperatura x luz: P =
0,680). Sin embargo, para la misma fecha, las semillas cosechadas en el Bajo
estuvieron menos dormidas que las cosechadas en el Alto luego de su exhumacion
en el Bajo (poblacién x temperatura x luz: P = 0,018). La viabilidad de las semillas
cosechadas y enterradas en el Alto fue del 88%, la de las semillas cosechadas en el Alto y

enterradas en el Bajo fue del 72%, la de las semillas cosechadas en el Bajo y enterradas en

el Alto fue del 76% y la de las semillas cosechadas y enterradas en el Bajo fue del 80%.
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Fig. IIL.5. Germinacion (%) bajo diferentes tratamientos de temperatura y luz de las
semillas de Setaria parviflora cosechadas en el Alto (a, b) o en el Bajo (c, d). Las semillas
permanecieron enterradas durante 8 meses en el Alto (a, ¢) o en el Bajo (b, d). Alt:
Temperaturas alternadas (20-30°C), Con: Temperatura continua (25°C), R: Luz con alto
R/RL, RL: Luz con bajo R/RL, Osc: Oscuridad. Los valores son medias + ES. La
significacion del ANOVA de dos vias aparece dentro de cada panel (dfgqwo= 18). Las
diferentes letras indican diferencias significativas (p<0.05).

Experimento en laboratorio

Las condiciones del suelo en el experimento de campo sugirieron que la
inmersion en agua fue el factor predominante que moduld la dormicidén secundaria
de las semillas de S. parviflora. Para probar ésto se hizo un experimento en
condiciones controladas de laboratorio.

La incubacion de las semillas de Setaria parviflora de ambas poblaciones en
condiciones de anegamiento disminuy6 su capacidad de germinar a temperatura

continua (Fig. III.6b, d). La disminucion del porcentaje de germinacién a
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temperatura continua con respecto a la germinacidén registrada a temperaturas
alternadas fue cercana al 45% en las semillas provenientes del Alto y del 42% en las
semillas originarias del Bajo (Fig. I11.6b, d). En las semillas preincubadas embebidas
la diferencia entre el porcentaje de germinacidon a temperaturas alternadas y a
temperatura continua fue menos notable, las semillas originarias del Alto
germinaron en promedio un 20% menos a temperaturas continuas que a
temperaturas alternadas, en las semillas del Bajo esta disminucion fue del 10% (Fig.
II1.5a, ¢). El comportamiento de las semillas cosechadas en ambas comunidades no
difiri6 luego de la inmersion en agua (Fig. I11.6b, d; poblacidon x temperatura x luz: P
=0,354). Las semillas cosechadas en el Alto estuvieron menos dormidas que las del
Bajo después de la preincubacion en condiciones hidratadas, sin embargo no se
observaron diferencias entre poblaciones en respuesta a los tratamientos (Fig. I11.6a,
c; poblacion x temperatura x luz: P = 0,486). La viabilidad de las semillas cosechadas y
enterradas en el Alto fue del 92%, la de las semillas cosechadas en el Alto y enterradas en

el Bajo fue del 88%, la de las semillas cosechadas en el Bajo y enterradas en el Alto fue del

92% y la de las semillas cosechadas y enterradas en el Bajo fue del 92%.
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Fig. 1I1.6. Germinacién (%) bajo diferentes tratamientos de temperatura y luz de las
semillas de Setaria parviflora cosechadas en el Alto (a, b) o en el Bajo (c, d). Las semillas
permanecieron incubadas en papel blanco saturado con agua (a, ¢) o sumergidas en agua (b,
d) durante 90 d a 5°C. Alt: Temperaturas alternadas (20-30°C), Con: Temperatura continua
(25°C), R: Luz con alto R/RL, RL: Luz con bajo R/RL, Osc: Oscuridad. Los valores son
medias + ES. La significacion del ANOVA de dos vias aparece dentro de cada panel
(dferor= 18). Las diferentes letras indican diferencias significativas (p<0.05).

DISCUSION

Las semillas entran en dormicion secundaria cuando detectan condiciones
ambientales que indican que, en caso de germinar, la supervivencia de las plantulas
estard comprometida (Bouwmeester y Karssen, 1992; Hilhorst, 1998). Las
inundaciones tienen un rol principal en muchos habitats debido a sus consecuencias
negativas sobre la supervivencia de las plantulas (Crawford, 2003). Los resultados

de este capitulo revelaron que una proporcién alta de las semillas de Setaria
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parviflora entran en dormiciéon secundaria durante su permanencia en un suelo
inundado, a diferencia de las semillas enterradas en un area cercana no inundable
donde las semillas continuaron con la pérdida de la dormicién primaria.

La alternancia de temperaturas, como sefial ambiental que promueve la
germinacion de las semillas, es parte de un mecanismo que les permite percibir
condiciones ambientales particulares (Thompson et al., 1977; Benech-Arnold et al.,
2000). Las semillas de especies pertenecientes a humedales presentan con mayor
frecuencia el requerimiento de alternancias de temperaturas que las semillas de
especies pertenecientes a otros habitats, como por ejemplo los pastizales no
inundables (Thompson y Grime, 1983). La sensibilidad a la alternancia de
temperaturas es un caracter que posiblemente est¢ muy fuertemente seleccionado en
humedales donde, a medida que baja la profundidad del agua, su efecto aislador
disminuye y el suelo empieza a experimentar grandes fluctuaciones de temperatura
(Thompson y Grime, 1983; Pons y Schroder, 1986; Ekstam y Forseby, 1999).
Ademas, la alternancia de temperaturas adquiere importancia como sefial capaz de
indicar la presencia de claros en la vegetacion, al igual que otras senales como la luz
con alta relaciéon R/RL percibida por los fitocromos (Casal y Sanchez, 1998). Se
encontrd que las semillas de Ambrosia tenuifolia provenientes de los pastizales de la
Pampa Deprimida germinan en respuesta a la luz con alta relacion R/RL en los
claros que se producen por la muerte de plantas luego de las inundaciones (Insausti
et al., 1995). En las poblaciones estudiadas de S. parviflora se observo que la

entrada en dormicidn secundaria se expres6 como un aumento en la dependencia de
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la alternancia de temperaturas para germinar. Ademas, para alcanzar la maxima
germinacion, ese requerimiento debe estar acompafiado por sefales de luz con alta
relacion R/RL. La dormiciéon secundaria de las semillas de S. parviflora se pierde
lentamente luego de terminado el periodo de inundaciones y alin se detectd dos
meses después, durante el verano. Asi, la induccidon de la dormicion secundaria en
las semillas de S. parviflora impediria no sélo la emergencia de las plantulas cuando
el area estd inundada (Pons y Schroder, 1986; Ekstam y Forseby, 1999) sino que,
ademas, atrasaria la germinacion de una importante fraccion de la poblacién hasta
pasado el periodo de inundaciones.

Dentro de una especie, el habitat es un factor preponderante en la seleccion
natural de los mecanismos de regulacion de la germinacion (Meyer et al. 1997,
Donohue et al., 2005). Remarcablemente, en las semillas de Setaria parviflora
cosechadas en la poblacion de la comunidad no inundable se observo esencialmente
el mismo comportamiento frente a la inundacion que en las semillas cosechadas en
la comunidad inundable. La ausencia de diferencias sustanciales en el
comportamiento germinativo en respuesta a las inundaciones entre las dos
poblaciones podria deberse a que la proximidad entre las comunidades es alta. Sin
embargo, algunas diferencias se detectaron en el nivel de la dormicidén secundaria
inducido por las inundaciones en cada una de las poblaciones. Estas diferencias se
notaron en el experimento de campo pero no luego de la inmersion en agua en
condiciones controladas de laboratorio lo que significaria que existe algun otro

factor edafico implicado en la determinacion de la dormicion.
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Estos resultados apoyan la hipotesis que el requerimiento de alternancia de
temperaturas puede ayudar a las semillas a prevenir la germinacién durante una
inundacion y, ademas, demuestran que la inundacion es en si una sefial ambiental

que induce la respuesta a la alternancia de temperaturas.
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CAPITULO IV

VARIABILIDAD INTRAESPECIFICA EN LA
DORMICION DE LAS SEMILLAS DE SETARIA
PARVIFLORA. COMPORTAMIENTO DE LAS
SEMILLAS PROVENIENTES DE PASTIZALES
SERRANOS, SUCESIONES POST-AGRICOLAS Y

PASTIZALES INUNDABLES.
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INTRODUCCION

Las plantulas de las especies que tienen amplia distribucion geografica y
ecoldgica estan sujetas a diferentes factores de mortalidad a lo largo de su rango
ambiental (Vandvik y Vange, 2003). Esto hace que la seleccion natural beneficie o
perjudique a distintos rasgos en los diversos habitats y, asi, que provoque, entre
poblaciones localmente adaptadas, variantes fenotipicas de origen genotipico en la
respuesta de la germinacioén a los factores ambientales (Vandvik y Vange, 2003,
Donohue et al., 2005). Asi, el estudio de la relacion entre el comportamiento
germinativo de las poblaciones y sus diferentes hébitats puede permitir la deteccion
de estrategias asociadas con la dormicion de las semillas que favorezcan la
supervivencia de los individuos.

Muchas de las especies de los pastizales pueden encontrarse en una gran variedad
de habitats y, aunque presentan requerimientos especificos para terminar la
dormicidn, tienen la capacidad de germinar en una amplio rango de condiciones
ambientales (Vandvik y Vange, 2003). En cambio, las semillas de las especies de
humedales tienden a ser mas especialistas en su comportamiento y sus plantulas
pueden reclutarse en un rango estrecho de condiciones (Moore y Keddy, 1988;
Bakker et al., 2007). En las especies de humedales temporarios la dormicién
secundaria se refuerza en condiciones desfavorables. Por su parte, las semillas de las
especies asociadas a sistemas agricolas como las malezas o las sucesionales
tempranas, también entran en dormicidon secundaria cuando experimentan

condiciones ambientales suboOptimas (por ejemplo, anoxia en el suelo) (Bazzaz,
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1996; Benech-Arnold et al., 2000). Asi, especies como Setaria parviflora, con una
amplitud ecologica que abarca todos estos hébitats, podrian tener poblaciones
localmente adaptadas (ecotipos) con respecto a su respuesta a los factores
ambientales que afectan la dormicion de sus semillas.

El nivel de dormicion de las semillas puede verse afectado por las inundaciones
(Insausti et al., 1995; Baskin y Baskin, 1998; Capitulo 3). En el capitulo anterior
observé que las semillas de plantas de Setaria parviflora provenientes de dos
comunidades de la Pampa Deprimida, una inundable y otra no, luego de permanecer
un tiempo sumergidas en agua entraron en dormicion secundaria. Esta respuesta
podria considerarse adaptativa, preferencialmente en ecosistemas inundables
(Capitulo 3). Asi, el comportamiento parecido frente a la inundacidon en ambas
poblaciones sugeriria que esta respuesta podria ser caracteristica de la especie.

Las sefiales que terminan la dormicion y promueven la germinacion, como la luz,
la alternancia de temperaturas y los nitratos, estdin generalmente asociadas a la
percepcion por parte de las semillas de los claros en la vegetacion (Probert et al.,
1986; Pons, 1989; Casal y Séanchez, 1998). Sin embargo, la alternancia de
temperaturas también estd asociada al habitat, siendo mas frecuente en las especies
de humedales que en las de otros ambientes (Thompson y Grime, 1983). Por otra
parte, Hilhorst y Karssen (2000) sugieren que la presencia de nitratos podrian
indicar caracteristicas del habitat que estan relacionados con el tipo y pH del suelo,
su humedad y las practicas de cultivo. Las inundaciones también provocan cambios

en la concentracion de nitratos en el suelo. Esto ocurre debido a que el proceso de
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nitrificacién depende de la disponibilidad de oxigeno, en cambio, la denitrificacion
se ve favorecida en condiciones de anaerobiosis como las que predominan en
condiciones de inundacidon (Koschorreck y Darwich, 2003). Por lo tanto, es probable
que para las especies adaptadas a ecosistemas inundables, la presencia de nitratos en
el medio pueda ser otra sefial ambiental que indique a las semillas la ausencia de
inundaciones. Ademas de la concentracion externa de nitratos, la respuesta a ellos
depende de la sensibilidad de las semillas. En Sisymbrium officinale (L.) Scop, el
ritmo de dormicidn estacional esta acompanado por cambios en la sensibilidad a la
luz y a los nitratos, siendo més baja en los momentos donde la dormiciéon es
profunda (Bewley y Black, 1994). Asi, la sensibilidad a los nitratos también podria
ser un rasgo que diferencie a las poblaciones de una especie segun su habitat. Hasta
el momento no existen trabajos en la bibliografia donde se explore la posibilidad de
que la disponibilidad de nitratos actie como una sefial que indique a las semillas la
ausencia de inundaciones.

El objetivo de este capitulo es estudiar si la dormicioén de las semillas de Setaria
parviflora pertenecientes a distintos habitats se expresa en forma diferencial frente a
la inundacion y a las sefiales ambientales que terminan la dormicion. Las posibles
diferencias se buscaron entre poblaciones de S. parviflora pertenecientes a pastizales
serranos, sucesiones post-agricolas y pastizales inundables, debido a que es posible
que las diferencias ambientales entre estos habitats redunden en diferentes

estrategias en la regulacion de la germinacion.
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MATERIALES Y METODOS

Localidades de coleccion de las semillas

En marzo de 2004 y de 2006 se cosecharon semillas de Setaria parviflora (Poir.)
Kerguelén en el Cerro El Cuadrado, departamento de Punilla, provincia de Cérdoba
(31°07°39,2”°S 64°21° 34,9°°W) a los 1030 msm, exposicion de la ladera sudeste. Es
un pastizal serrano templado subhiimedo, de pastos cespitosos altos que habitan en
un suelo somero formado sobre un sustrato granitico. Sus especies mas
representativas son: Festuca hieronymi Hack., Festuca tucumanica E.B. Alexeeb,
Paspalum cromyorrhyzon Trin ex DOll, Stipa eriostachya H.B.K., Stipa tenuissima
Trin., Deyeuxia hieronymi (Hack.) Tiirpe, Melica sp., Briza sp. y dicotiledoneas
como Eryngium nudicaule Lam., Eryngium agavifolium Griseb., Margyricarpus
pinnatus (Lam.) Kuntze, etc. La temperatura media de Enero es 22,2°C, la
temperatura media de Julio es 10,1°C y las precipitaciones son de 825 mm anuales.

En marzo de 2004 se cosecharon semillas de S. parviflora en la Estancia San
Rafael, localidad de Manuel Ocampo, partido de Pergamino, provincia de Buenos
Aires (33°44°32,8”°S 60°34°2,5°W)a los 88msm. Es un pastizal proveniente de una
sucesion post-agricola dominada por gramineas como Festuca arundinacea Schreb.,
Paspalum dilatatum Poir., Cynodon dactilon (L.) Pers., Stipa neesiana Trin. &
Rupr. y dicotiledoneas como Spergularia sp. y Baccharis pingraea D.C. Es suelo es
un Argiudol tipico. En marzo de 2006 las semillas se cosecharon en la Estacion

Experimental INTA Pergamino. El pastizal también provino de una sucesion post-
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agricola dominada por gramineas como Paspalum dilatatum, Cynodon dactilon y
Bromus catharticus asi como dicotiledoneas como Carduus acanthoides L.,
Baccharis sp., Conyza sp., etc.. La temperatura media de Enero es 23,3°C, la
temperatura media de Julio es 9,2°C y las precipitaciones son de 1021 mm anuales.

En marzo de 2004 y de 2006 se cosecharon semillas en la Estancia Las Chilcas,
partido de Pila, provincia de Buenos Aires. El sitio es un area representativa de los
pastizales inundables de la Pampa Deprimida (Burkart et al., 1990) (36°13°22,6’S
58°18°35,9°’W) a los 27msm. Las semillas se cosecharon en un pastizal inundable
(Bajo) de Piptochaetium montevidense (Spreng.) Parodi, Ambrosia tenuifolia,
Jaegeria hirta (Lag.) Less. y Mentha pulegium L.El suelo es un Natracuol tipico. La
temperatura media de Enero es 21,9°C, la temperatura media de Julio es 8,1°C, las
precipitaciones son de 1024 mm anuales.

Las semillas cosechadas en el afio 2004 de las diferentes poblaciones se
almacenaron en bolsas de papel en laboratorio durante 3 meses antes del comienzo
de los pretratamientos (temperatura: 20 + 2°C). En cambio, las semillas del afio 2006
se almacenaron en camara a —10°C inmediatamente después de la cosecha y hasta la

imposicion de los pretratamientos.

Pretratamientos de las semillas
Se sometid a las semillas de Setaria parviflora a pretratamientos en el laboratorio

y a campo con el proposito de estudiar el efecto de las diferentes condiciones sobre
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su dormicion. En todos los casos se evalud la germinacion de las semillas en
condiciones controladas de laboratorio.

Pretratamientos en el laboratorio. Las semillas de todas las poblaciones de
Setaria parviflora, cosechadas en los anos 2004 y 2006, se estratificaron en grupos
de 200 y fueron dispuestas en cajas de plastico de 15 x 10 x 6 cm sobre algodéon
cubierto de papel blanco absorbente humedecido con agua destilada. Otros grupos
de semillas se sumergieron bajo 5 cm de agua destilada en cajas similares. Las cajas
se envolvieron en polietileno negro opaco y se mantuvieron en incubadora a 5°C
durante 2 meses.

Pretratamientos en mesocosmos. Semillas de las poblaciones de Setaria
parviflora del afio 2006 se enterraron en junio de ese mismo afio en el suelo de un
pastizal de la Pampa Deprimida. Se colocaron grupos de 200 semillas dentro de
bolsas de tela de poliéster de trama abierta (10 x 8 cm) y se enterraron a 3 cm de
profundidad. Luego de permanecer enterradas durante dos meses, las semillas se
exhumaron en oscuridad junto con el suelo asociado (mesocosmos) y se colocaron
en cajones de 20 x 20 x 25 cm con orificios de drenaje. La mitad de los mesocosmos
se inundaron (profundidad= 2cm). La otra mitad fue diariamente regada,
permitiendo el drenaje de los cajones. Luego de 20 dias se exhumaron las semillas
en oscuridad y se llevaron a germinar al laboratorio.

Pretratamientos de Campo. Las semillas de todas la poblaciones de Setaria
parviflora del ano 2006 se enterraron en dos comunidades situadas en la Estancia

Las Chilcas, partido de Pila, provincia de Buenos Aires: 1) Comunidad no inundable

61



Capitulo IV

(Alto) de Melica brasiliana Ard., Borreria dasycephala (Cham. & Schlidl)
Bacigalupo y E.L. Cabral y Echium plantagineum L. variante tipica, asociada a
suelos bien drenados y 2) Comunidad inundable (Bajo) mencionada anteriormente.
El 14 de junio de 2006 se colocaron grupos de 200 semillas dentro de bolsas de tela
de poliéster de trama abierta (10 x 8 cm) y se enterraron a 3 cm de profundidad en
las dos comunidades. Las semillas se exhumaron en oscuridad en dos oportunidades,
el 24 de agosto de 2006 y el 3 de febrero de 2007. Luego de la exhumacion las

semillas se pusieron a germinar en condiciones controladas de laboratorio.

Tratamientos de germinacion

Las semillas de Setaria parviflora se pusieron a germinar en cajas de poliestireno
cristal transparente de 6 x 7 x 1 cm conteniendo algodén y papel blanco absorbente
saturados con agua destilada (cosecha del 2004) o papel de filtro saturado con agua
destilada o con KNO; 0,05 M (cosecha del 2006). Esta concentracion de nitratos es
la Optima para promover la germinacién de las semillas dormidas y, ademas, es
representativa de la situacion de muchos suelos (Hilhorst, 2000). Sobre las semillas
cosechadas en el 2004 se realizaron cuatro repeticiones con 25 semillas cada una de
los siguientes tratamientos: 1) R: pulsos de luz roja durante 20 min por dia
(TablaIV.1), provista por dos tubos fluorescentes Philips TL 40W/15 cubiertos con
acetato rojo (La Casa del Acetato, Buenos Aires, Argentina), 2) RL: pulsos de luz
rojo lejano durante 20 min por dia (TablalV.l), provista por una lampara Osram

incandescente de cuarzo de 150W filtradas con 10 cm de agua y filtros Schott RG9
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(Schott, Mainz, Germany) de 2 mm de espesor y 3) oscuridad. Estos tratamientos
luminicos se combinaron con dos tratamientos de temperatura: a) Temperatura
alternada 20/30°C (9/15 h dia™) similar al promedio de la temperatura méaxima y al
promedio de la temperatura minima que experimentan las semillas en los claros de
la vegetacion del pastizal, los tratamientos de luz se dieron durante la fase de alta
temperatura y b) Temperatura constante de 25°C. Las semillas del 2006 se pusieron
a germinar bajo los tratamientos 1) (R), 3) (oscuridad) y bajo el tratamiento de
temperaturas alternadas 20/30°C (9/15 h dia") en oscuridad. En este caso se
agregaron otros dos tratamientos a temperatura constante (25°C): I) Incubacion en
solucion de KNO; 0,05M y pulsos de luz roja durante 20 min por dia y II)

Incubacién en solucion de KNO; 0,05M en oscuridad.

Tratamiento 2,,, R/RL Irradiancia Tabla IV.1. Tratamientos
2 luminicos durante la
nm umoles fotones m™s germinacion de las
gL gég ; 60092 612 semillas de Setaria

arviflora.
Osc - - - parvifl

Las semillas se distribuyeron dentro de las cajas bajo luz verde de muy baja
intensidad (Burkart y Sanchez, 1969). Las cajas fueron cubiertas con polietileno
negro opaco. Se registro el porcentaje de germinacion luego de diez dias de
incubacién en los diferentes tratamientos. En el calculo del porcentaje de
germinacion se descontaron las semillas muertas a la cantidad total de semillas por
caja (Herron et al., 2000). La distincion entre vivas y muertas se realizdo en cada

repeticion sobre la base de la firmeza de las semillas determinada al sujetarlas con
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una pinza histologica (Steadman, 2004). Este procedimiento no se realizo en las
semillas exhumadas en el campo el 31 de diciembre de 2007, en este caso se
determinaron las semillas potencialmente viables antes de ponerlas a germinar. En
todos los casos, con otro grupo de semillas sometidas a los mismos pretratamientos,
se realizaron test con cloruro de tetrazolio para estudiar la viabilidad. El porcentaje
de germinacion se transformd de acuerdo al arcoseno Vx y los resultados se
analizaron estadisticamente con ANOVAs. Las comparaciones multiples se

realizaron con el test de Tukey (P<0,05) (Sokal y Rohlf, 1969).

RESULTADOS

La inmersion en agua bajo condiciones controladas indujo diferencias en la
dormicion entre las poblaciones de Setaria parviflora

Las semillas de las distintas poblaciones de Setaria parviflora se incubaron en
laboratorio sobre papel blanco absorbente saturado con agua y en condiciones de
inmersion para luego evaluar el efecto de los pretratamientos sobre la dormicion.
Antes del inicio de estos pretratamientos, una pequefia proporcion de las semillas de
Setaria parviflora cosechadas en el 2004 estaba despierta. Hubo diferencias
significativas en la respuesta de las tres poblaciones a los distintos tratamientos de
temperatura y de luz (Tabla Anexo I.1; Fig. IV.1). La viabilidad de las semillas del

Cerro El Cuadrado fue del 96%, la de Pergamino y Las Chilcas fue del 92%.
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Fig. IV.1. Porcentaje de germinacion bajo tratamientos luz y temperatura de las semillas de
Setaria parviflora cosechadas en el afo 2004 antes del comienzo de los pretratamientos.
Semillas cosechadas en Cerro El Cuadrado (a), en Pergamino (b), en Las Chilcas (c). Alt:
temperaturas alternadas (20-30°C), Con: Temperatura continua (25°C), R: luz con alta
relacion R/RL, RL: luz con baja relacion R/RL, Osc: oscuridad. Los valores son medias +
ES. Las diferentes letras indican diferencias entre tratamientos (p<0,05).

Los pretratamientos de incubacion en el laboratorio tuvieron una considerable
influencia sobre el comportamiento germinativo de las semillas de las diferentes
poblaciones de Setaria parviflora. Las semillas que permanecieron inundadas a 5°C
germinaron diferencialmente frente a los tratamientos de temperatura (Tabla Anexo
I.1; Fig. IV.2). Luego de la inmersioén en agua la Uinica poblacién cuya germinacion
fue promovida por las temperaturas alternadas en todos los tratamientos luminicos
fue la de las Chilcas (Fig. IV.2e). En contraste, las semillas del Cerro ElI Cuadrado y
de Pergamino germinaron en altos porcentajes en todos los tratamientos (Fig.
IV.2a,c). Luego de estar embebidas durante dos meses a 5°C, las distintas
poblaciones de semillas de S. parviflora también germinaron de manera diferente
frente a los tratamientos de temperatura (Tabla Anexo 1.1; Fig. IV.2). En este caso,
la germinacion de las semillas del Cerro El Cuadrado fue promovida por las
temperaturas alternadas, esto no ocurri6 en las demas poblaciones donde las semillas

tuvieron valores de germinacion considerablemente altos en todos los tratamientos
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(Fig. IV.2b,d,f). La viabilidad de las semillas del Cerro El Cuadrado, sumergidas en agua
y embebidas fue del 88% y del 84% respectivamente, asimismo, la viabilidad de las de
Pergamino fue del 80% y 84%, la de las semillas de Las Chilcas fue del 92% para las
semillas sumergidas y del 88% en las embebidas.

Estos resultados indican que las semillas sumergidas del Cerro El Cuadrado
pierden considerablemente la dormicion estando inundadas, hecho que no ocurre en
las semillas de los pastizales inundables de Las Chilcas. En cambio, cuando no estdn
sumergidas, las semillas de las Chilcas diminuyen mds intensamente su dormicidon

que las del Cerro El Cuadrado.
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Fig. IV.2. Porcentaje de germinacion bajo diferentes tratamientos de luz y temperatura de
las semillas de Setaria parviflora cosechadas en el afio 2004 y después de permanecer
sumergidas en agua (a,c,e) o embebidas (b,d,f) durante dos meses a 5°C. Semillas
cosechadas en el Cerro El Cuadrado (a,b), semillas cosechadas en Pergamino (c,d), semillas
cosechadas en Las Chilcas (e,f). Alt: temperaturas alternadas (20-30°C), Con: Temperatura
continua (25°C), R: luz con alta relacion R/RL, RL: luz con baja relacion R/RL, Osc:
oscuridad. Los valores son medias + ES. Las diferentes letras indican diferencias entre
tratamientos (p<0,05). Las lineas discontinuas sobre cada columna indican la germinacioén
inicial antes de los pretratamientos.

Las semillas de todas las poblaciones de S. parviflora del afio 2006 no

germinaron inmediatamente después del almacenamiento en seco a —10°C. En las
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semillas de estas poblaciones la inmersion provoco diferencias en la respuesta a los
tratamientos (Tabla Anexo 1[.2; Fig. IV.3a.c,e). Las semillas de los pastizales
serranos del Cerro El Cuadrado perdieron en gran medida la dormicion primaria y
germinaron considerablemente en muchos de los tratamientos (Fig. IV.3a)
especialmente en los tratamientos relacionados con la presencia de nitratos en el
medio (Fig. IV.3a). Este comportamiento no se observo en las semillas de
Pergamino ni en las de Las Chilcas que permanecieron en su mayoria dormidas (Fig.
IV.3c,e). Estas mismas poblaciones, después de haber permanecido embebidas a 5°C
durante 3 meses, también mostraron diferencias entre ellas en el porcentaje de
germinacién en respuesta a los diferentes tratamientos (Tabla Anexo 1.2; Fig.
IV.3b,d,f). Estas diferencias se debieron principalmente a la capacidad que
adquirieron las semillas embebidas del Cerro El Cuadrado de germinar en presencia
de nitratos, especialmente en combinacion con luz (Fig. IV.3b). Este efecto también
se observo en las semillas de Pergamino aunque con mucha menor intensidad (Fig.
IV. 3d) y no se observo en las semillas de Las Chilcas (Fig. IV. 3f). La viabilidad de

las semillas del Cerro El Cuadrado, sumergidas en agua y embebidas fue del 84% y del
88% respectivamente, asimismo, la viabilidad de las de Pergamino fue del 64% y 70%, la
de las semillas de Las Chilcas fue del 84% en ambos pretratamientos.

Los resultados de ambos experimentos realizados en el laboratorio fueron
congruentes en cuanto a que la atenuacion de la dormicion de las semillas del Cerro
El Cuadrado es més conspicua en condiciones de inmersion en agua que en el caso

de las semillas embebidas.
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Fig. IV.3 Porcentaje de germinacion bajo diferentes tratamientos de nitratos, luz y de
temperatura de las semillas de Setaria parviflora cosechadas en el ano 2006 y después de
permanecer sumergidas en agua (a,c,e) o embebidas (b,d,f) durante dos meses a 5°C.
Semillas cosechadas en Cerro El Cuadrado (a,b), en Pergamino (c,d), en Las Chilcas (e,f).
N: solucion de KNO; 0,05M, R: luz con alta relacion R/RL, Osc: oscuridad, Alt:
temperaturas alternadas (20-30°C). Los valores son medias + ES. Las diferentes letras
indican diferencias entre tratamientos (p<0,05).
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La inundacion en los mesocosmos también afecto diferencialmente a la
dormicion de las semillas de las poblaciones de Setaria parviflora

En los ensayos en mesocosmos se repitieron buena parte de los efectos que
tuvieron los pretratamientos de laboratorio sobre la dormicion de las semillas de las
diferentes poblaciones de Setaria parviflora. Las poblaciones de semillas de los
mesocosmos inundados mostraron diferencias significativas entre ellas en la
germinaciéon como respuesta a los tratamientos (Anexo 1.3; Fig. IV.4a,c,e). Esto
también se observo en las semillas de los mesocosmos drenados (Anexo 1.3; Fig. IV.
4b,d,f). Las semillas del Cerro El Cuadrado de los mesocosmos inundados se
despertaron y germinaron considerablemente en todos los tratamientos (Fig. [V.4a),
en cambio, las semillas de los mesocosmos drenados germinaron considerablemente
solo a temperaturas alternadas. Las semillas de Las Chilcas de los mesocosmos
inundados mostraron requerimientos de alternancia de temperaturas o de nitratos en
presencia de luz para alcanzar la maxima germinacion (Fig. IV.4d). En cambio, las
semillas de los mesocosmos drenados germinaron en un alto porcentaje y no
discriminaron entre tratamientos (Fig. IV.4f). Por su parte, las semillas de
Pergamino de los mesocosmos tanto inundados como drenados no mostraron en
general requerimientos especificos para germinar (Fig. IV.4d,c). La viabilidad de las
semillas del Cerro El Cuadrado enterradas tanto en los mesocosmos inundados como en los
drenados fue del 96%, asimismo, la viabilidad de las de Pergamino fue del 60% y 56%,

respectivamente, la de las semillas de Las Chilcas fue del 68% para las semillas enterradas

en los mesocosmos inundados y del 64% para las enterradas en los drenados.
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Fig. IV.4 Porcentaje de germinacion bajo tratamientos de nitratos, luz y temperatura de las
semillas de Setaria parviflora que permanecieron durante 20 dias en mesocosmos
inundados (a,c,e) o regados diariamente (b,d,f). Semillas cosechadas en cerro El Cuadrado
(a,b), en Pergamino (c,d), en Las Chilcas (e,f). N: soluciéon de KNOs 0,05M, R: luz con alta
relacion R/RL, Osc: oscuridad, Alt: temperaturas alternadas (20-30°C). Los valores son
medias + ES. Las diferentes letras indican diferencias entre tratamientos (p<0,05).

Las semillas de las poblaciones de Setaria parviflora mostraron diferencias

en su comportamiento germinativo luego de estar enterradas en el campo

Las semillas de las distintas poblaciones de Setaria parviflora se enterraron en

una comunidad inundable y en una no inundable del pastizal para evaluar el efecto
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de las condiciones edaficas sobre la dormicion. El suelo de la comunidad inundable
donde estaban enterradas las semillas permanecié anegado durante varios periodos
previos a la fecha de exhumacion (Fig. 1V.5). Las semillas exhumadas en esta
comunidad inundable mostraron diferencias significativas entre poblaciones en la
respuesta germinativa frente a los tratamientos (Tabla Anexo 1.4; Fig. IV.6a,c,e).
Las semillas de los pastizales serranos del Cerro El Cuadrado germinaron
considerablemente en todos los tratamientos (Fig. IV.6a). Lo mismo ocurri6 con las
semillas de Pergamino (Fig. IV.6¢). En cambio, las semillas de Las Chilcas
enterradas en la comunidad inundable germinaron substancialmente menos a
temperatura constante. Estas semillas mostraron que la combinacion de nitratos y luz
por una parte, y las temperaturas alternadas por otra, aumentaron significativamente
la germinacion comparado con los tratamientos a temperatura continua (Fig. IV.6e).
Las poblaciones de semillas exhumadas de la comunidad no inundable (Alto)
también mostraron diferencias en la germinacion en respuesta a los tratamientos
(Tabla Anexo 1.4; Fig. IV.6b,d,f). Las semillas del Cerro El Cuadrado germinaron en
respuesta a los nitratos y a las temperaturas alternadas, en cambio, una fraccion
importante de las semillas permaneci6 dormida a temperaturas constantes sin
nitratos (Fig. IV.6b). Las semillas de Pergamino germinaron especialmente a
temperaturas alternadas, el resto de los tratamientos no tuvieron mayores efectos que
el control (Fig. IV.6d). Por su parte, las semillas de Las Chilcas exhumadas del Alto
germinaron con similares porcentajes cercanos al 25% en todos los tratamientos

(Fig. IV.6f). La viabilidad de las semillas del Cerro El Cuadrado, enterradas en el Bajo y
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en el Alto fue del 92% y del 96% respectivamente, asimismo, la viabilidad de las de
Pergamino fue del 72% tanto en el Alto como en el Bajo y la de las semillas de Las Chilcas

fue del 72% para las semillas enterradas en el Alto y del 80% para las enterradas en el Bajo.
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Fig. IV.5. Contenido hidrico volumétrico del suelo del Bajo antes de la exhumacion del
invierno (a) y de la de verano (b). La linea horizontal en (b) representa el contenido hidrico
del suelo anegado. La flecha con linea discontinua indica el momento de entierro (a) las que
tienen linea continua indican el momento de exhumacion de las semillas (a, b).
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Fig. IV.6 Porcentaje de germinacion bajo tratamientos de nitratos, luz y temperatura de las
semillas de Setaria parviflora enterradas en el Bajo (a,c,e) o en el Alto (b,d,f) y exhumadas
en agosto del 2006. Semillas cosechadas en Cerro El Cuadrado (a,b), en Pergamino (c,d),
en Las Chilcas (e,f). N: solucion de KNO; 0,05M, R: luz con alta relacion R/RL, Osc:
oscuridad, Alt: temperaturas alternadas (20-30°C). Los valores son medias + ES. Las
diferentes letras indican diferencias entre tratamientos (p<0,05).

Las semillas de Setaria parviflora enterradas en el campo se exhumaron durante
una sequia en verano (Fig. IV.5b). Las semillas de las poblaciones se diferenciaron

entre ellas en la respuesta germinativa a los tratamientos (Tabla Anexo 1.4; Fig.
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IV.7). Sin embargo, las semillas de cada una de las poblaciones enterradas tanto en
el Bajo o como en el Alto adquirieron una respuesta parecida frente a los
tratamientos de terminacion de la dormicion (Fig. IV.7). Las semillas del Cerro El
Cuadrado se durmieron con respecto a la exhumacion de fines del invierno y sélo
germinaron en respuesta a las temperaturas alternadas (Fig. IV.7a,b). Un
comportamiento parecido tuvieron las semillas de Las Chilcas, en este caso ademas
germinaron considerablemente en el tratamiento de nitratos y luz roja (Fig. IV.7e,f).
En cambio las semillas de Pergamino mostraron escasas diferencias entre
tratamientos en el porcentaje de germinacion (Fig. IV.7c,d). Ademas, estas semillas
tuvieron baja viabilidad y se observd la presencia de plantulas en las bolsas
exhumadas. Este hecho indica que las semillas estaban despiertas y con capacidad
de germinar bajo tierra en condiciones de oscuridad y de escasa fluctuacion diaria de
temperaturas. La viabilidad de las semillas del Cerro El Cuadrado, enterradas en el Bajo y
en el Alto fue del 98% y del 96% respectivamente, asimismo, la viabilidad de las de

Pergamino fue del 29% en el Bajo y del 29% en el Alto y la de las semillas de Las Chilcas

fue del 65% para las enterradas en el Bajo y del 70% para las enterradas en el Alto.
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Fig. IV.7. Porcentaje de germinacion bajo tratamientos de nitratos, luz y temperatura de las
semillas de Setaria parviflora enterradas en el Bajo (a,c,e) o en el Alto (b,d,f) y exhumadas
en febrero del 2007. Semillas cosechadas en Cerro El Cuadrado (a,b), en Pergamino (c,d),
en Las Chilcas (e,f). N: solucion de KNO;3 0,05M, R: luz con alta relaciéon R/RL, Osc:
oscuridad, Alt: temperaturas alternadas (20-30°C). Los valores son medias = ES. Las
diferentes letras indican diferencias entre tratamientos (p<0,05). Las lineas discontinuas
horizontales sobre cada columna indican la germinacion de agosto de 2006.
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DISCUSION

Los resultados muestran que las distintas poblaciones de semillas de Setaria
parviflora se comportaron de diferente manera frente a las condiciones ambientales
experimentadas durante su dormicion. Las semillas provenientes de un pastizal
serrano no inundable (Cerro El Cuadrado) se despertaron después de permanecer
sumergidas que cuando estuvieron embebidas en agua. Durante los periodos de
inundacién estas semillas perdieron requisitos especificos de sefiales ambientales
para terminar la dormicion. Por su parte, las semillas cosechadas en los pastizales
provenientes de una sucesion post-agricola de la Pampa Ondulada (Pergamino) no
mostraron grandes diferencias en la expresion de la dormicion luego de permanecer
sumergidas o embebidas en agua y germinaron de manera parecida en todos los
tratamientos de terminacion de la dormicidon. En contraste, las semillas provenientes
de un pastizal inundable (Las Chilcas) luego de pasar un tiempo en condiciones de
inmersién, no se despertaron como las semillas de las otras procedencias y
mantuvieron los requisitos especificos para germinar (ej. alternancia de
temperaturas) y los perdieron estando embebidas. Estas diferencias demuestran la
existencia de una importante variacion fenotipica entre las poblaciones de semillas
de S. parviflora provenientes de habitats muy diferentes. Asi, teniendo en cuenta que
tanto en los pastizales serranos como en los de la Pampa Ondulada no ocurren
inundaciones, se podria pensar que estas poblaciones no estan adaptadas a este

disturbio, y si lo estan las poblaciones de los pastizales inundables de la Pampa
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Deprimida (Mollard et al., 2007; Capitulo 3). La ausencia de dormicién y de
requerimientos especificos para terminarla durante una estacién donde ocurren
frecuentes pulsos de inundacién y anegamiento del suelo, situacion comun en
humedales temporarios, significa la inexistencia de un obstaculo que podria prevenir
la germinacion durante esos periodos y favorecer la supervivencia de los individuos.
Por lo tanto, la pérdida de la dormicion de las semillas de S. parviflora del pastizal
serrano y de las sucesiones post-agricolas cuando estdn inundadas, podria
representar una falta de adaptacién a este disturbio inexistente en estos tipos de
habitats.

Si bien todas las poblaciones de S. parviflora mostraron en algin ensayo un
efecto promotor de la germinacion por los nitratos, este efecto fue mas frecuente y
notable en las semillas provenientes de los pastizales inundables y, estuvo asociado
a los tratamientos de inundacion o al anegamiento del suelo. Este comportamiento
refuerza la hipdtesis que los nitratos pueden ser una sefial para las semillas
relacionada con el régimen de inundaciones. Sin embargo, la hipdtesis de que los
nitratos puedan indicar, a las semillas de humedales, la ausencia de inundaciones
podria ser reforzada por un estudio comparativo entre especies provenientes de
diferentes ecosistemas como el realizado por Thompson y Grime (1983) para la
respuesta a las temperaturas alternadas. En numerosos casos se observo que la
promocién de la germinacion de las semillas de Setaria parviflora por los nitratos
solo ocurria si las semillas eran irradiadas con pulsos de luz roja. Esta interaccion

entre ambos factores ha sido reconocida previamente en varias especies provenientes
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de diferentes habitats (Hilhorst y Karssen, 2000; Pons, 1989; Hartmann et al., 1997,
Batak et al., 2002). Este requerimiento de dos sefiales distintas para lograr la misma
respuesta (germinacidon) podria indicar que es una estrategia muy eficiente que le
permite a las semillas de Setaria parviflora detectar tanto la ausencia de
competencia por luz como la ausencia de raices funcionales en el claro y asi de
competencia por los recursos del suelo.

Los resultados muestran que, dependiendo en gran medida de las condiciones
ambientales experimentadas, tanto la poblacion de los pastizales inundables como la
de los pastizales serranos mantienen en general mas requerimientos para terminar la
dormicion que las semillas de los pastizales provenientes de una sucesion post-
agricola. Esto se observa especialmente en la exhumacion en el campo en verano,
donde las semillas del Cerro El Cuadrado y de Las Chilcas entraron en dormicioén
secundaria con respecto a la exhumacion del invierno anterior y adquieren
requerimientos mas especificos para germinar (Fig. IV.7). Esto no ocurri6 en las
semillas de Pergamino, que, en cambio, germinaron en el suelo y presentaron pocas
diferencias entre la germinacion en los tratamientos mas eficientes para terminar la
dormicidn y los controles de oscuridad y temperatura continua. Las poblaciones del
Cerro El Cuadrado y de Las Chilcas pertenecen a comunidades formadas por plantas
perennes y robustas que crecen en sitios con recursos limitados y, donde es
importante la competencia por recursos durante todas las estaciones del afio. Por lo
tanto el establecimiento de las plantulas seria mas exitoso en los claros de la

vegetacion, con mayor disponibilidad de recursos y competencia relajada (Bullock,
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2000). En estas condiciones, se hacen muy necesarios los requerimientos por parte
de las semillas de sefiales ambientales que indiquen la presencia de los claros. En
cambio, las poblaciones de S. parviflora de Pergamino se podrian considerar como
mas ruderales debido a que estos pastizales sucesionales se encuentran inmersos en
una matriz formada por campos agricolas, con hdbitats muy fértiles debido a la
incorporacion de nutrientes y donde las labranzas periédicamente eliminan
totalmente la vegetacion establecida que podria ejercer competencia por los
recursos. En estos ambientes, la emergencia y establecimiento de las plantulas de S.
parviflora estarian asociados a ese tipo de disturbios y la presencia de mecanismos
para detectar claros en la vegetacion no serian tan necesarios para la regeneracion de
las poblaciones.

En conclusion, se observaron distintas estrategias en el comportamiento de las
semillas de las diferentes poblaciones de Setaria parviflora que podrian estar
relacionadas con los hébitats de origen: 1) Requerimientos de alternancia de
temperaturas o de nitratos en el suelo para alcanzar la maxima germinacion luego de
una inundacion en poblaciones provenientes de un pastizal inundable, 2)
Requerimientos de sefiales ambientales asociadas a la ocurrencia de claros en la
vegetacion en las poblaciones provenientes de pastizales dominados por especies
perennes con limitaciones en sus recursos del suelo (Cerro El Cuadrado y Las
Chilcas) y 3) Una menor dependencia de los requerimientos de sefales ambientales

que promueven la germinacion de semillas provenientes de los  pastizales
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sucesionales de campos agricolas. Estas estrategias seguramente favorecen la

supervivencia de los individuos en sus respectivos habitats.
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CAPITULO V

DISCUSION GENERAL
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El objetivo de esta tesis fue estudiar el efecto del contenido hidrico del suelo
sobre la dormicidn de las semillas de gramineas de los Pastizales Pampeanos. De
acuerdo con lo postulado en la Hipotesis 1 de la Introduccion General, los diferentes
niveles de disponibilidad de agua afectaron la dormicion de las semillas de Bromus
catharticus y el rango de condiciones en los cuales las semillas germinan. El mismo
involucrd tanto a las temperaturas de germinacion como a la percepcion de las
sefiales luminicas asociadas con la presencia o no de claros en la vegetacion
(Capitulo 2). En esta tesis también se corrobor6 lo propuesto en la Hipotesis 2: las
inundaciones afectaron el nivel de dormicion de las semillas de Setaria parviflora 'y
su sensibilidad a los factores ambientales que la terminan, en particular les indujo
dormicion secundaria y les promovié un requerimiento de alternancia de
temperaturas para germinar (Capitulo 3). Ademads, se puso a prueba y se corrobord
la Hipotesis 3: Existen diferencias en la regulacion por las inundaciones del nivel de
dormicion de las semillas de S. parviflora provenientes de diferentes habitats
(Capitulo 4).

En esta Discusion General comentaré el posible significado ecoldgico del
comportamiento de las semillas de B. catharticus y de S. parviflora dentro del
contexto de los principales disturbios que sufren las plantas en los Pastizales

Pampeanos.
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Significado ecoldgico del efecto del agua en la atenuacion de la dormicion
de las semillas de Bromus catharticus de los Pastizales Pampeanos

La posmaduracion en seco es un proceso en el cual las semillas pierden la
dormicion primaria cuando estan almacenadas con bajos contenidos hidricos
(Bewley y Black, 1994). Este proceso ocurre en las semillas de gramineas invernales
que se dispersan dormidas a comienzos del verano (Allen y Meyer, 1998; Gallagher
et al., 2004). En muchos ecosistemas, el verano es la estacion seca donde las lluvias
ocasionales pueden permitir la germinacion de las semillas pero no la supervivencia
de las plantulas. Durante esta estacion se pierde la dormicion primaria permitiendo
la germinacién con la llegada de las lluvias del otofio (Allen y Meyer, 1998;
Gallagher et al., 2004). Por ejemplo, la dormiciéon de las semillas maduras evita la
germinacion al final de la estacion humeda en algunos ecosistemas semidridos
dominados por gramineas como las sabanas. En estos ecosistemas, los
requerimientos de altas temperaturas que atentian la dormicidn se satisfacen durante
la estacion seca que sigue a la dispersion y luego, las semillas de los pastos
germinan en gran cantidad al comienzo de la estacion humeda posterior (Mott,
1978). Por otra parte, la tasa de pérdida de la dormicion de diferentes poblaciones de
Bromus tectorum esta relacionada con el riesgo de germinacion prematura durante el
verano en cada uno de los diferentes habitats de origen (Meyer et al., 1997). Asi, las
poblaciones de los habitats mas impredecibles con respecto a las precipitaciones son

las que tienen las semillas que més lentamente se despiertan (Meyer et al., 1997)
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Durante la posmaduracion en seco, las semillas aumentan el rango de
condiciones ambientales donde pueden germinar. Por ejemplo, las semillas con
requerimientos de luz adquieren la capacidad de germinar en oscuridad y las
semillas con requerimientos de nitratos, la pierden (Finch-Savage y Leubner-
Metzger, 2006). Uno de los resultados de esta pérdida de condiciones especificas
para germinar es que, por ejemplo, luego de la posmaduracion de las poblaciones de
Bromus tectorum de habitats muy contrastantes, desaparecen las diferencias en el
comportamiento germinativo que existian previamente (Meyer et al., 1997).

Las semillas de Bromus catharticus también disminuyen su dormicion luego
de pasar un periodo a potenciales agua bajos en el suelo durante el verano (Capitulo
2). Esto les permitiria llegar despiertas al otofio y germinar luego de las lluvias. Sin
embargo, durante la posmaduracion en seco una fraccidon mas o menos alta de las
semillas adquiere la capacidad de germinar bajo pulsos de luz rojo lejano y en
oscuridad (Capitulo 2), situaciones que ocurren bajo la cobertura de plantas adultas
establecidas. Esto sugeriria que este proceso no necesariamente implica una mayor
adaptacion al ambiente, por lo menos en pastizales mésicos donde la cobertura de la
vegetacion es alta y la posibilidad de supervivencia de las plantulas en competencia
por los recursos con plantas perennes establecidas seria minima (Thompson, 1992).
Sin embargo, en sitios con exceso de pastoreo o en ecosistemas mas aridos donde
también habita B. catharticus, la cobertura de la vegetacion es menor. En estos sitios
no seria tan importante la percepcion de los claros al momento de la germinacion de

las semillas para maximizar las probabilidades de supervivencia de los individuos.
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Por otra parte, existe una fraccion de las semillas de B. catharticus que conserva los
requerimientos de luz roja para germinar, inclusive, luego de permanecer incubadas
a potenciales agua muy bajos o en condiciones no hidratadas durante un tiempo
considerable (Capitulo 2). Por lo tanto, también existe una fraccion de semillas que
germinaria exclusivamente en los claros de la vegetacion. Esta fraccion es mas
importante en las semillas que permanecen hidratadas a altos valores de potencial
agua del sustrato. Existe una relacion proporcional entre la biomasa de la vegetacion
y la cantidad de precipitaciones anuales (Sala et al., 1988). Asi, el hecho de que las
semillas que atentian su dormicidn en suelos huimedos mantengan los requerimientos
de luz para germinar indica la importancia de este comportamiento para ajustar la
germinacion de las semillas a la presencia de claros. La existencia de fracciones con
distinto comportamiento mejoraria la persistencia de la especie debido a que en
muchos habitats la seleccion natural de diferentes caracteres puede variar en el
espacio y el tiempo (Meyer y Allen, 1999; Donohue et al., 2005). Ademas de la
presencia de fracciones de la poblacion con diversos niveles de dormicion, las
plantas de B. catharticus tienen otro rasgo que les permitiria producir propagulos
con diferente comportamiento germinativo: luego de la abundante floracion
primaveral, Bromus catharticus tiene una floracion otofial, menos abundante. Los
efectos del ambiente materno durante la maduracion podrian provocar diferencias en
la dormicion de las maduradas en otofio con respecto a las de primavera. Esta
posibilidad todavia no ha sido explorada.

La pérdida de la dormicion en condiciones de poca disponibilidad de agua,
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como fendomeno en el cual parte de las semillas del banco pierde los requerimientos
de luz para germinar también se observé en Lolium multiflorum L (Rodriguez et al.,
1998). Estos resultados sugieren que la atenuacioén de la dormicion de las semillas
llevada a cabo bajo diferentes condiciones de disponibilidad de agua en el suelo
podria resultar importante en controlar la germinacion y el establecimiento de las
diferentes especies de los pastizales, especialmente cuando la vegetacion permanece
intacta o no es eliminada del todo. En este caso, ademds de la germinacion, resulta
imprescindible estudiar la supervivencia posterior de las plantulas de cada una de
las especies para comprender su posible contribucion a la composicion de las

comunidades vegetales de los pastizales.

Significado ecologico del efecto de las inundaciones en la imposicion de la

dormicion secundaria en semillas de Setaria parviflora

Las inundaciones imponen condiciones de estrés muy grandes a las plantulas de
las especies no tolerantes (Crawford, 2003). En los suelos inundados, rapidamente
baja la concentracion de oxigeno disuelto y esto trae aparejado numerosos cambios
en las propiedades fisicas, quimicas y biologicas del suelo (Ponamperuma, 1984).
Después de las inundaciones, la recuperacion de las propiedades originales de los
suelos drenados demora un tiempo relativamente largo. Los suelos andxicos

acumulan compuestos fitotoxicos por procesos microbianos de reduccién que
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inhiben fuertemente el crecimiento de las raices y pueden subsistir por varias
semanas luego del drenaje del suelo (Ponamperuma, 1984; Visser et al., 1997). Esto
significa que los efectos deletéreos de las inundaciones sobre las plantulas pueden
permanecer ain cuando la inundacion se ha retirado. Ademas, la primavera es un
periodo de incertidumbre acerca de si realmente ha pasado el periodo de
inundaciones o si, la ocurrencia de nuevas precipitaciones volvera a anegar los
suelos (Crawford, 2003). Esta situacion también ocurre en los pastizales de la Pampa
Deprimida.

En ecosistemas donde hay riesgos de inundaciones, las plantas incapaces de
sobrevivir sumergidas tienen semillas que, por lo general, no germinan hasta que
perciban sefiales indicadoras de que ha desaparecido el riesgo de sufrir anoxia por la
inmersion (Crawford, 2003). Se ha propuesto que el requerimiento de alternancia de
temperaturas es la principal sefial que indica a las semillas de humedales que la
inundacion ha terminado (Thompson y Grime, 1983; Pons y Schroder, 1986; Ekstam
y Forsby, 1999). Esto se debe a que a medida que disminuye la profundidad del
agua, el suelo empieza a tener mayor amplitud entre las temperaturas méaxima y la
minima (Thompson y Grime, 1983; Pons y Schroder, 1986; Ekstam y Forsby, 1999).
Sin embargo, estos autores no consideran los cambios en las propiedades de los
suelos, que pueden persistir un tiempo luego de que la inundacién ha concluido.

Las semillas de Setaria parviflora provenientes de un pastizal que sufre
inundaciones inverno-primaverales tienen la capacidad de entrar en dormicidon

secundaria o de retardar la pérdida de la dormicidn primaria luego de permanecer un
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tiempo sumergidas en agua (Capitulo 3,4). Esta imposicion de la dormicion
secudaria se refleja en los requerimientos de percibir temperaturas alternadas por
parte de las semillas para germinar. Esto significa que para las semillas de S.
parviflora de la Pampa Deprimida, el requerimiento de alternancia de temperaturas
no es constitutivo sino inducido por la inmersion bajo agua. Ademas, una fraccion
importante de las semillas, luego de exhumarse durante una inundacion,
permanecieron dormidas, alin luego de exponerse a temperaturas alternadas. Parte de
esta fraccion de semillas que permanece dormida se despierta entrado el verano
(Capitulo 3). Esto significa que la dormicion secundaria impuesta a las semillas por
la inundacion permite a algunas de ellas permanecer dormidas en los periodos donde
el suelo no estd anegado durante la primavera temprana, €poca en la cual se
producen pulsos de inundacion que podrian ser perjudiciales para las plantulas
recién emergidas o donde las propiedades quimicas y bioldgicas de los suelos no son
las Optimas para su supervivencia (Capitulo 3). Este comportamiento, el cual
posterga la germinacion hasta un tiempo bastante después del final de la inundacién
no habia sido tenido en cuenta hasta el momento. Con respecto a ésto, los
requerimientos de nitratos que manifiestan las semillas de S. parviflora luego de
pasar un tiempo sumergidas indican la importancia de esta sefial, mas asociada con
las caracteristicas edaficas del sitio, en promover la germinacion.

La existencia del mecanismo que impone la dormicion secundaria y del
requerimiento de alternancia de temperaturas o de nitratos para germinar en las

semillas que pasaron un tiempo sumergidas no ha sido investigado en otras especies
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de los pastizales. La comprension de esta estrategia ayudara a modelar y pedecir la
estacionalidad de la emergencia de las plantulas en ecosistemas como los pastizales
de la Pampa Deprimida donde la primavera, ademas de ser la estacion mas favorable
para las plantulas desde el punto de vista del clima, también es la mas desfavorable

desde el punto de vista de las condiciones edéficas debido a las inundaciones.

Significado ecoldgico de las diferencias en el comportamiento germinativo
entre poblaciones de Setaria parviflora provenientes de distintos pastizales
La diferenciacion genética entre poblaciones se puede producir cuando las
condiciones ambientales y bioldgicas que pueden actuar como factores de seleccion
varian espacialmente en el area donde reside una especie (Grant, 1989). Sin
embargo, varios trabajos documentan diferenciacion genética entre poblaciones de
plantas a pequefias escalas de unos pocos centimetros o metros (Grant, 1989; Linhart
y Grant, 1996; Bischoff et al., 2006). Por otra parte, en estos casos donde los
factores de seleccion varian en areas mas pequeias, es comun y adquiere mas
importancia el polimorfismo poblacional o a la plasticidad fenotipica de los
individuos. Con respecto a los mecanismos regulatorios de la germinacion se han
observado diferencias entre poblaciones que estan asociadas al habitat (Linhart,
1988; Meyer et al., 1997; Donohue et al., 2005). Por ejemplo, en lotes adyacentes de
un pastizal con diferente historia de manejo, se detecto6 la existencia de dos ecotipos
de Galium spurium L. var. echinospermon que se diferencian en que las semillas de

una poblacion germinan en otofio en cambio las del otro lote germinan en primavera,
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lo que sin duda son grandes cambios cualitativos en la fenologia de la germinacion
entre poblaciones simpatricas de una especie (Masuda y Washitani, 1992).

Las inundaciones, como fuerza de seleccion natural, tienen la capacidad de
inducir cambios genotipicos y adaptacion local entre poblaciones y dentro de
poblaciones que habitan en gradientes topograficos a pequefias escalas (Linhart,
1988; Loreti y Oesterheld, 1996; Lenssen et al., 2004; Mollard et al., 2007). En el
Capitulo 3, se observd que las semillas de Setaria parviflora cosechadas en una
comunidad no inundable de la Pampa Deprimida tuvieron un comportamiento
parecido frente a la inundacion, que las semillas cosechadas en una comunidad
inundable de la misma region. En ambos casos las semillas luego de la inundacion
entraron en dormicion secundaria y adquirieron un requerimiento de temperaturas
alternadas para germinar. Sin embargo, las dos poblaciones son muy contiguas
debido a que la distancia entre ellas es de cerca de 3,5 kilometros. Ademas, las
comunidades vegetales no inundables del pastizal ocupan un porcentaje bajo del
area total del paisaje (Burkart et al. 1990), por lo tanto, es alta la posibilidad de flujo
génico a través de la dispersion de semillas o por polinizacidon cruzada desde las
comunidades inundables. Debido a que la dispersion puede contrarrestar los efectos
de la seleccion natural (Grant, 1989), esto podria explicar la ausencia de notables
variaciones en la respuesta germinativa entre ambas poblaciones. Por otra parte, el
hecho de que los requerimientos de temperaturas alternadas para germinar sean
inducibles y no constitutivos sugieren que la plasticidad fenotipica en el

comportamiento germinativo es una estrategia adquirida por las poblaciones de S.
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parviflora de la Pampa Deprimida que contribuye a evitar la germinacién en
circunstancias edaficas desfavorables.

Cuando la distancia que separa a las poblaciones es lo suficientemente grande
como para evitar el cruzamiento entre ellas, ya sea por efectos de la distancia per se
como por diferencias en la fenologia, con la existencia de presiones de seleccion
medianas a bajas alcanza para que se produzca diferenciacion genética (Grant, 1989;
Silvertown & Lovet Doust, 1991). Las poblaciones alopatricas de S. parviflora
estudiadas mostraron grandes diferencias entre ellas en el nivel y salida de la
dormicion frente a las diversas condiciones ambientales (Capitulo 4). Las semillas
cosechadas en la Pampa Deprimida, ademéas del requerimiento de alternancia de
temperaturas, manifestaron requerimientos de nitratos en presencia de luz para
germinar luego de las inundaciones (Capitulos 3 y 4). Paralelamente, el hecho que
las semillas del pastizal de altura del Cerro El Cuadrado se despierten en
condiciones inundadas y que las semillas de Pergamino no tengan una respuesta
especifica a este estrés (Capitulo 4) indicaria que el rasgo observado en las semillas
de la Pampa Deprimida no es general en toda la especie. Asi, las diferencias en los
requerimientos de pérdida de la dormicidn entre poblaciones podria explicar en parte

la posibilidad que tiene Setaria parviflora para ocupar diversos habitats.
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ANEXO I

Tabla 1. Analisis mediante ANOVA de tres factores de la germinacion de las semillas de
Setaria parviflora cosechadas en el afio 2004. Germinacion de las semillas al inicio del
experimento y luego de permanecer embebidas o sumergidas en agua destilada durante dos
meses a 5°C. Las semillas fueron puestas a germinar bajo distintos tratamientos de

temperatura y de luz.

Inicial Inundadas Embebidas

Fuente de Variacion gl F p F p F p
Modelo 17 6,49 <0,001 12,51 <0,001 9,25 <0,001
Poblacion 2 13,42 <0,001 33,78 <0,001 24,37 <0,001
Temperatura 1 25,42 <0,001 77,38 <0,001 64,63 <0,001
Luz 2 8,51 <0,001 3,06 0,055 12,52 <0,001
PxT 2 3,33 0,043 19,90 <0,001 6,77 0,002
PxL 4 5,84 <0,001 1,65 0,176 0,98 0,428
TxL 2 3,62 0,033 6,29 0,003 0,34 0,710
PxTxL 4 0,93 0,454 0,66 0,619 0,18 0,949
Error 54

Tabla 2. Analisis mediante ANOVA de dos factores de la germinacion de las semillas de
Setaria parviflora cosechadas en el afio 2006 y embebidas o sumergidas en agua destilada
durante dos meses a 5°C. Las semillas fueron puestas a germinar bajo distintos tratamientos

de temperatura y de luz en presencia o en ausencia de nitratos.

Inundadas Embebidas
Fuente de Variacion al F p F p
Modelo 14 19,85 <0,001 12,53 <0,001
Poblacion 2 59,63 <0,001 1,96 0,152
Tratamientos 4 22,44 <0,001 33,81 <0,001
PxT 8 8,61 <0,001 4,54 <0,001

Error 45
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Tabla 3. Resultados del ANOVA de dos factores acerca de la germinacion de las semillas

enterrradas en mesocosmos drenados o inundados durante 20 dias. Las semillas luego de la

exhumacion fueron puestas a germinar en laboratorio bajo distintos tratamientos de

temperatura y de luz en presencia o en ausencia de nitratos.

Mesocosmos Inundados Drenados
Fuente de Variacion gl F p F p
Modelo 14 9,31 <0,001 16,86 <0,001
Poblacion 2 0,37 0,691 76,11 <0,001
Tratamientos 4 8,19 <0,001 13,96 <0,001
PXT 8 12,10 <0,001 3,50 0,003
Error 45

Tabla 4. Resultados del ANOVA de dos factores acerca de la germinacion de las semillas

de Setaria parviflora enterradas en el Alto y en el Bajo y exhumadas en invierno y en

verano. Luego de la exhumacion las semillas fueron puestas a germinar en laboratorio bajo

distintos tratamientos de temperatura y de luz en presencia o en ausencia de nitratos.

Exhumacién de Invierno

Fuente de Variacion gl
Modelo 14
Poblacién 2
Tratamientos 4
PxT 8
Error 45

Exhumacion de verano
Modelo 14
Poblacién 2
Tratamientos 4
PxT 8
Error 45

Alto
F P
11,99 <0,001
8,00 0,001
31,85 <0,001
3,05 0,008
Alto
45.2 <0,001
223.31 <0,001
37.96 <0,001
4.3 0,0007

6,46
13,17
7,69
4,16

22.53
36.74

43.58
8.45

Bajo

Bajo

<0,001
<0,001
<0,001
<0,001

<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
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