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Abstract

Baccharis dracunculifolia is a South American dioecious shrub of the Asteraceae family, with a wide
geographic distribution and potential use for recovery of degraded areas, ornamental and medicinal
purposes. There are two subspecies: B. dracunculifolia subsp. dracunculifolia and B. dracunculifolia
subsp. tandilensis. The latter is endemic to the Tandilia hills system in Argentina and recently was
recorded its expansion to another environment, the coastal dunes in the Buenos Aires province. The aims
of this research were to characterize the germination of B. dracunculifolia subsp. tandilensis according
to temperature and light, and to compare the germination in saline conditions of seeds coming from hills
(A) and marine coastal dune environment (C). Germination responds positively to light without showing
another important type of primary dormancy. Thermal time was 2500°Ch (104°Cd) and base temperature
of 6°C, without temperature germination constraints between 20-28°C and thermo-inhibition at 35° C.
Response to NaCl concentrations was similar between seeds from environments A and C, both showed
strong germination inhibition at 100 mM of NaCl and higher concentrations. These results are discussed
in relation to environmental conditions and in comparation whit physiological characteristics reported
for subsp. dracunculifolia and other species within the genus Baccharis.
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Resumen

Baccharis dracunculifolia es un arbusto dioico sudamericano de la familia Asteraceae, de amplia
distribucion geografica con potencial uso en la recuperacion de areas degradadas, ornamental y medicinal.
Existen dos subespecies: B. dracunculifolia subesp. dracunculifolia y B. dracunculifolia subesp.
tandilensis. Esta ultima es endémica del sistema serrano de Tandilia y fue recientemente registrada su
expansion a dunas costeras de la provincia de Buenos Aires. Los objetivos del trabajo fueron caracterizar
la germinacion de B. dracunculifolia subesp. tandilensis segin la temperatura y luz, y comparar la
germinacion en condiciones salinas de semillas provenientes del ambito serrano (A) con las de la costa
maritima (C). Se pudo comprobar que la germinacion responde positivamente a la luz y sin presentar
otro tipo de dormicion primaria de importancia. El tiempo térmico estimado fue 2500°Ch (104°Cdia) y la
temperatura base de 6°C, respondiendo al rango de 20 a 28°C con una germinacion optima y encontrandose
termoinhibidas a 35°C. La respuesta a diferentes concentraciones de NaCl fue similar entre las semillas
procedentes de A y C: concentraciones de 100 mM de NaCl y superiores fueron fuertemente inhibitorias
de la germinacion. Se discuten estos resultados relacionandolos con distintas condiciones ambientales y
comparandolos con caracteristicas fisiologicas de la germinacion publicadas para la subsp. dracunculifolia
y otras especies del género Baccharis.
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Introduccion

Baccharis dracunculifolia DC es un arbusto
dioico sudamericano perteneciente a la familia
Asteraceae, de amplia distribucion geografica.
Actualmente se reconocen dos subespecies
(Giuliano & Plos 2014): B. dracunculifolia
subsp. dracunculifolia, propia del sur de Brasil,
Bolivia, Paraguay, Uruguay y norte y centro de
la Argentina -hasta la region del Delta del rio
Parana en la provincia de Buenos Aires-, y B.
dracunculifolia DC subsp. tandilensis (Speg.)
Giuliano que es endémica del sistema de Tandilia
y regiones adyacentes de la provincia de Buenos
Aires. Se han estudiado para la subespecie tipica
usos potenciales y reales que abarcan propiedades
medicinales (Teixeira Duarte ez al. 2005; da Silva
Filho et al. 2009), aceites esenciales y/o uso como
aromatica (Ferracini et al. 1996, Lorenzo & Paz
2004; Marchesi 2004; Fabiane et al. 2008), fuente
de propoleo (Park et al. 2004), regeneracion de
ambientes (Galindez et al. 2013; Negreiros et al.
2014), combustible (Giuliano & Plos 2014). Se ha
registrado para B. dracunculifolia subsp. tandilensis
su uso local en floreria y en la confeccion de ramos,
y mas ampliamente como ornamental (Dimitri
1988; Alonso et al. 2009; Hurrell et al. 2017),
combustible (Frangi 1975) y como productor de
aceite esencial (Prado et al. 2003).

La presencia de Baccharis dracunculifolia
subsp. dracunculifolia ha sido constatada tanto
en areas degradadas con baja fertilidad como
en campos agricolas muy fértiles (Negreiros et
al. 2014), y en diferentes relieves como sierras,
dunas, planicies de derrame, llanuras aluviales
(Brusa & Grela 2007) demostrando asi una alta
capacidad colonizadora. En cuanto a Baccharis
dracunculifolia subsp. tandilensis, denominada
B. tandilensis durante el siglo XX, fue descripta
por primera vez por Carlos Spegazzini (1901)
y se la consideré endémica de la provincia de
Buenos Aires (Zuloaga et al. 1999) y restringida
al Sistema serrano de Tandilia (Crisci et al. 2001).
Su presencia se asoci6 con afloramientos rocosos,
grietas interbloques y pajonales serranos (Frangi
1975). En los ultimos afios se ha constatado una
expansion de este taxon hacia regiones de llanura
(Giuliano & Plos 2014). Han sido observados,
con presencia cada vez mas frecuente, ejemplares
aislados o arbustales incipientes ocupando
pequeiias areas en ambientes de llanura hacia el
norte y el sur del sistema de Tandilia, llegando
hasta la costa atlantica, generalmente en corredores
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(en las proximidades de rutas, caminos vecinales,
vias férreas) y en algunos casos en pastizales
(Scaramuzzino et al. 2015). Sus preferencias de
habitat se han ampliado. Actualmente se ubica a
diferentes alturas sobre el nivel del mar, desde los
casi 500 msnm originarios en la cumbre de cerros
hasta los 8 msnm en la costa, y en diferentes suelos
de los 6rdenes Molisoles y Entisoles (Scaramuzzino
etal. 2015).

En cuanto al conocimiento biologico,
se han efectuado numerosos estudios sobre B.
dracunculifolia subsp. dracunculifolia, en particular
0 junto con otras especies del género, tanto en la
Argentina como en Brasil. Las publicaciones
abarcan tematicas como germinacion (Gomes &
Fernandes 2002), alelopatia (Soares Gusman et
al. 2008), fenologia (Espirito-Santo et al. 2003),
insectos asociados (Espirito-Santo & Fernandes
1998; Fagundes & Fernandes 2011), anatomia
de tallo y hoja (Budel et al. 2004), respuesta
de supervivencia y crecimiento de plantulas a
gradiente de nutrientes (Negreiros et al. 2014),
respuesta al fuego (Biganzoli ef al. 2009; Galindez
et al. 2009; Galindez et al. 2013), entre otras.
Por el contrario, son escasas las investigaciones
sobre B. dracunculifolia subsp. tandilensis y los
existentes se han referido a aspectos taxonomicos
(Spegazzini 1901; Cabrera 1963; Giuliano & Plos
2014) o fitogeograficos-ecoldgicos (Cabrera 1958,
1976; Crisci et al. 2001; Scaramuzzino et al. 2015;
Valicenti et al. 2005, 2010) estando ausentes los
fisiologicos. Estos tltimos ayudarian a comprender
su actual expansion, siendo de particular interés
las condiciones requeridas para la germinacion
y establecimiento de plantulas ya que se trata
de una especie de diseminacion por semilla. En
casos como éste, cuando el material ain no ha
sido caracterizado en estos aspectos, los criterios
empleados en pruebas estandarizadas para especies
relacionadas del mismo género o familia (como
las del International Seed Testing Association
-ISTA- para la valoracion de calidad de semillas,
de germinacion y otras), resultan una importante
herramienta, como lo destaca Araoz et al. 2016.

Entre los factores ambientales mas importantes
en determinar la tasa y el porcentaje de germinacion
se encuentran la temperatura y la disponibilidad
de agua (Alvarado & Bradford 2002). Segtin Diirr
et al. (2015) la respuesta de la germinacion a
estos factores puede resumirse con la temperatura
base, la suma térmica, las temperaturas cardinales
y el potencial hidrico base, contribuyendo este
conocimiento tanto a la comparacion de especies
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como a la prediccion de su distribucion espacial.
Sin embargo, estos parametros so6lo pueden ser
evaluados cuando las semillas no presentan
dormicion (Batlla & Benech-Arnold 2015). Entre
los numerosos tipos de dormicion (Baskin & Baskin
2004; Finch- Savage & Leubner-Metzger 20006) se
encuentra la que responde a la luz, ampliamente
reconocida como una sefial de ambiente favorable
a la germinacion para especies cuyas semillas
poseen un bajo nivel de reservas, como es el caso
de B. medullosa y B. dracunculifolia (Galindez et
al. 2009).

A los requerimientos especificos para
la germinacion se suman las restricciones
ambientales particulares, como la impuesta
por suelos salinos. Las sales actiian bajando el
potencial hidrico (Bradford 1995) disminuyendo
y enlenteciendo la imbibiciéon, mientras que,
dependiendo de su composicion idnica, pueden
tener ademas efectos toxicos (Begum et al.
2013). Entre los cationes el sodio es uno de los
que mas problemas induce (Azcon-Bieto & Talon
2000) y, acompaiiado con el cloruro contribuyen
mayormente a las sales de los ambientes salinos
costeros. La tolerancia a la salinidad exhibe una
considerable variabilidad entre especies (Glenn et
al. 1999) y particularmente en el género Baccharis
han sido constatadas varias especies como
tolerantes tanto a la sequia como a la salinidad
(ver Tucat 2015 y sus referencias; Cantero ef al.
1990; Karrfalt & Olson 2008).

Siendo las semillas la via de propagacion
de esta especie y la germinacion un periodo
critico para el establecimiento de las plantas,
el conocimiento de los requerimientos para
estas etapas puede explicar tanto la expansion
en la distribucién actual como sustentar la
diferenciacion entre ambas subespecies. Los
objetivos de este trabajo estan centrados en
conocer la respuesta de la germinacion a la
temperatura y a la salinidad de B. dracunculifolia
subsp. tandilensis, para la cual no hay datos,
con el proposito de aportar desde su fisiologia
a la diferenciacion de las dos subespecies y
contribuir al entendimiento del aumento actual
en su distribucion territorial y habitat.

Materiales y Métodos

Aspectos generales

Se plantearon dos ensayos diferentes con los
aquenios dispuestos en cajas de Petri dentro de
bafios termostaticos y de camaras de germinacion,
en uno de ellos con diferentes condiciones de
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temperatura y luz (Prueba de Germinacién=pG),
y en el otro con diferentes niveles de salinidad
(Prueba de salinidad= pS).

Material y condiciones de cultivo

Se recolectaron ramas con aquenios de
6 plantas femeninas a principios del mes de
noviembre de 2015 y de 2016 en las sierras de Azul
(A) (37°03’S, 59°45°0); y en octubre de 2016
sobre dunas de la costa de la provincia de Buenos
Aires (C) (36°50°S, 56°42°0). Los ejemplares
habian sido identificados y depositados en el
herbario FAA (Thiers, continuamente actualizado)
segun los registros 7758 y 8599. Los dos sitios
presentan diferente tipo de suelo y altura sobre
el nivel del mar. En las sierras los arbustos se
disponen sobre suelos del orden Molisoles, en
suelos con rocosidad y pedregosidad y en grietas,
en alturas mayores a 200 msnm. En las dunas se
ubican sobre suelos del orden Entisoles, altura a
partir 11 msnm y pendiente 0,5° (Scaramuzzino
et al. 2015). Los aquenios recolectados en 2015
utilizados para la pG, fueron almacenados durante
10 meses en bolsas de papel a temperatura
ambiente antes de su uso. En cambio, los
recolectados en 2016 fueron utilizados pocos dias
después de su recoleccion para la pS.

Las experiencias se condujeron con cajas
de Petri de pléstico de 9 cm de didmetro, con
triple papel de filtro embebido en 3 ml de agua
desmineralizada (en pG'y pS) o con solucion salina
(en pS). En cada caja se sembraron 82 aquenios
distribuyéndolos en forma regular en la superficie,
seleccionados segun las especificaciones generales
para determinaciéon de pureza en Asteraceae,
ISTA (2010). A los fines de mantener constante
la temperatura y humedad, las cajas de Petri se
colocaron individualmente dentro de envases
transparentes con tapa y sobre gomaespuma
embebida en agua desmineralizada. Estos envases
fueron colocados a su vez, en bandejas con agua
(baiios termostaticos) a diferentes temperaturas.
Las temperaturas de los bafios termostaticos
fueron monitoreadas tanto con termometro de
mercurio como con un registrador digital que
integr6 la temperatura de periodos de una hora.
Las oscilaciones de las temperaturas no superaron
los 2°C alrededor del valor nominal. La aplicacién
de luz blanca se realiz6é durante 16 horas diarias.
La siembra de los tratamientos de oscuridad se
realiz6 con luz verde, colocando las cajas de Petri
en envases pintados de negro y cubriendo los
bafios termostaticos con plastico negro.
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Tratamientos y mediciones

Pruebas Germinacion (pG): Las temperaturas
(Temp) utilizadas fueron de: 7; 13;20; 28 y 35 °C, en
combinacion con dos tratamientos de iluminacion
(ITum): suministro de luz desde la siembra
(tratamiento L) o luego de un periodo de oscuridad
(tratamiento OL). Cada tratamiento se realiz6 con 4
repeticiones asignando las cajas al azar. La duracion
del periodo oscuro se fijo a posteriori, cuando se
considerd que el tratamiento L correspondiente a
la misma temperatura finalizoé su germinacion (ver
Tab. 1). A partir de ese recuento los aquenios de
oscuridad comenzaron a recibir luz y se los siguio
hasta que se consider? finalizada la germinacion. Al
concluir cada tratamiento se realiz6 una inspeccion
para clasificar los aquenios segun se detalla al
final de este parrafo. La excepcion a este disefio
experimental fueron los tratamientos a 35°C (L y
OL) que se inspeccionaron a las 240 horas de la
siembra ante una ausencia total de germinacion. Se
realizaron otras pruebas a los fines de confirmar los
resultados del tratamiento OL a 7°C y ampliar los
de 35°C (L y OL). En el primer caso se procedio
de la forma antes descripta, agregando una
envoltura de papel de aluminio a las cajas de Petri
para reforzar el tratamiento de oscuridad. En el
segundo caso, luego de permanecer por 840 horas

Manfreda VT, Alcaraz ML & Scaramuzzino RL

(36 dias) a 35°C, las muestras fueron transferidas
a 20°C y luz permaneciendo bajo esta condicién
por una semana el tratamiento L y por dos el OL.
Transcurridos esos tiempos se procedio a clasificar
el estado de los aquenios en cuatro categorias: con
semilla germinada (G), con semilla con hongos o
putrefacta (M), con semilla firme (F) o como fruto
vano o vacio (V). Se consideré como criterio de
germinacion o semilla germinada aquella con la
radicula emergiendo a través de los tegumentos.
La disecciéon bajo microscopio estereoscopico
(20 x) diferencié a los aquenios V por su falta
de contenido. Las semillas F, consideradas como
vivas, presentaron coloracion blanquecina y
resistencia a la presion. En contraposicion, las
semillas M (muertas no viables) se caracterizaron
por ser blandas y deshacerse facilmente bajo
presion, acompaiada esta caracteristica con una
coloracion oscura y/o con presencia de hongos.
Pruebas de Salinidad (pS): Se sembraron en
las cajas de Petri por separado aquenios colectados
en las sierras (A) y en la costa (C), en las cuales
se utilizaron soluciones de 0; 50; 100; 150 y 200
mM de NaCl. Cada condiciéon de origen de los
aquenios y concentracion salina fue analizada
por cuadruplicado. La temperatura empleada fue
de 20°C y se proveyo de luz blanca por 16 horas

Tabla 1 — Porcentaje de germinacién promedio al final del periodo de oscuridad (%Gosc) y del de luz (%G) con la
duracién bajo cada condicién luminica expresado en horas (O-L) para las diferentes temperaturas. Los promedios
de porcentajes de semillas muertas (%M) y firmes (%F) fueron obtenidos al finalizar los tratamientos de luz. Letras
diferentes dentro e cada columna indican diferencias significativas obtenidas con la prueba de Scheffé (.<0,05).
Factores: Temp= tratamiento de temperatura (°C); Ilum= Tratamientos de iluminacién; L= luz; OL= periodo de

oscuridad continua—periodo con fotoperiodo diario (en horas).

Table 1 — Mean percentage of germination obtained at the end of dark period (% Gosc) and light period (% G) and time elapsed under
each lighting condition in hours (O-L) at different temperatures. Mean percentages of dead (% M) and firm (% F) seeds were evaluated
at the end of lighting treatments. Different letters within each column represent significant differences obtained by Scheffé test (0.<0.05).
Factors: Temp = temperature treatment; [lum = lighting treatments; L = light; OL = continuous dark period-period with daily photoperiod.

Temp (°C) Ilum O-L %Gosc %G %M %F

7 L (T S — 75,15 be 12,29 ab 11,56 a
7 OL 1012-1436 2224 a 61,26 b 20,51 a 18,23 a
13 L 0-474 e 78,55 be 14,00 ab 7,45 a
13 OL  410-474 0,45 a 87,99 ¢ 8,83 ab 3,18a
20 L 0-188 - 90,39 ¢ 5,54 ab 4,07 a
20 OL 216-188 1,72 a 87,31 ¢ 5,12 ab 7,58 a
28 L 0-188 e 71,80bc e e
28 OL  360-188 0,82 a 77,15 be 7,13 ab 15,72 a
35 L 0-432 - 0,00 a 17,59 ab 82,41b
35 OL  432-0 0,00a 0,00 a 2,65b 97,35b
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diarias. A los 16 dias (348 horas) desde la siembra
se procedi6 a la inspeccion de las cajas clasificando
los aquenios segun las categorias utilizadas en la pG.

Andlisis de los datos

La comparacion del porcentaje de aquenios
vanos de diferente procedencia u origen se realizo
mediante la prueba de Student a dos colas. Los
porcentajes del resto de categoria de aquenios
se hicieron excluyendo a los vacios y fueron
analizados mediante un analisis de la varianza
(ANOVA) seglin la temperatura y tratamiento de
iluminacion en la pG y segln origen y salinidad
en la pS. Los contrastes fueron realizados con la
prueba de Scheffé.

En la pG los porcentajes de germinacion
(%G) se ajustaron a lo largo del tiempo (T)
mediante un modelo no lineal. Para este analisis
se sustrajeron del calculo los aquenios vacios y
para los tratamientos OL también las semillas
germinadas durante el periodo de oscuridad.
Para los tratamientos OL el tiempo utilizado fue
contabilizado a partir de iniciarse la iluminacion.
Cada unidad experimental se ajust6 a la siguiente
ecuacion:

%G=A*(1-1/(1-T/Tm)¥)

En la que: A es el porcentaje de germinacion
maximo alcanzado (valor asintético de la curva),
Tm el Tiempo medio de Germinacion (horas al
50% de germinacion) y k es un coeficiente de
velocidad de germinacion (Manfreda, manuscrito
en preparacion). Los valores de parametros
obtenidos para cada muestra fueron analizados
mediante ANOVA y comparados entre temperaturas
e iluminacion con el test de Scheffé.

Para los analisis antes citados y los de
normalidad y homocedacia, se utilizod el paquete
estadistico InfoStat version 2016 (Di Rienzo et
al. 2016). Cuando las variables se alejaron de
los supuestos de normalidad y homocedacia se
aplicaron las transformaciones adecuadas.

Resultados y Discusion

Prueba Germinacion (pQ)

a-1 Estado final de las semillas: La inspeccion
final de los aquenios obtenidos en las sierras de
Azul, mostr6 que el porcentaje de frutos vacios
promedi6 el 33%, con muestras con s6lo un 13 %
y otras que llegaron al 65%. La alta variabilidad
entre muestras llevo a corregir los datos de cada una
de ellas segtn la cantidad particular de aquenios
vanos. Valores tan altos y variables de semillas
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vacias han sido obtenidos en distintas especies de
Baccharis (Tardaguila 2004; Araoz et al. 2016)
atribuyendo a este factor los bajos porcentajes de
germinacion obtenidos.

Los %G alcanzados al finalizar el periodo de
luz, no mostraron efectos del factor Iluminacion,
y por el contrario el efecto de la temperatura fue
altamente significativo (resultados del ANOVA no
mostrados, a< 0,05). En el rango entre 13 y 28°C
los porcentajes de germinacion fueron altos y no se
detectaron efectos de la temperatura. Dentro de ese
rango de temperaturas, e incluyendo a 7°C, tanto
la categoria de semillas firmes como muertas no
variaron (o= 0,05, Tab. 1). La presencia de semillas
firmes al finalizar las pruebas indica la presencia
de otro tipo de dormicion o de bajo vigor, que
estaria afectando a un promedio relativamente bajo
de simientes (Tab. 1). A 35°C la germinacion fue
nula y diferente a la registrada en temperaturas
medias y bajas (Tab. 1). Esta falta de germinacion
se correspondid con un alto porcentaje de semillas
firmes (o= 0,05, Tab. 1). En el tratamiento OL a
7°C se observo un %G relativamente bajo, pero en
este caso se correspondi6 tanto con el %M como
con el %F (Tab. 1).

Difiriendo de estas respuestas a la temperatura,
Gomes & Fernandes (2002) en un rango entre
15 y 30°C y en presencia de luz, obtuvieron
para aquenios de Baccharis dracunculifolia
recientemente cosechados, un mayor porcentaje de
germinaciona 15y a20° C. Estas observaciones las
realizaron luego de un periodo de tiempo similar
o superior al aqui empleado (30 dias - 720 horas)
y los valores de germinacion fueron altos, por lo
que se supone que corresponden a una germinacion
finalizada plenamente y en ausencia de dormicion,
al menos en el rango de temperaturas bajas. Si bien
estos elementos habilitan a realizar comparaciones
con los resultados de este trabajo, esta comparacion
queda limitada por la falta de evaluacion del estado
de los aquenios de los autores, por lo que no es
posible atribuir las diferencias solamente a un unico
factor. Bajo estas consideraciones so6lo podemos
afirmar que en el presente trabajo encontramos
que el rango de temperaturas con alto porcentaje
de germinacion fue mas amplio que el de Gomes &
Fernandes (2002) y que la germinacion fue nula a
la mayor temperatura, este ultimo punto se discute
mas adelante.

La importancia de la luz como requerimiento
para la germinacion de B. dracunculifolia subsp.
tandilensis, queda expuesta al comparar los %G
obtenidos al finalizar el periodo de oscuridad
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y luego de aplicar luz a las mismas unidades
experimentales (Tab. 1, columna %Gosc y
%G@G). La germinacion registrada al finalizar el
periodo de oscuridad (%Gosc), fue nula o muy
baja y los porcentajes no mostraron diferencias
significativas entre temperaturas (0=0,05; Tab.
1). Cabe recordar que la duracidon del periodo
de oscuridad fue fijada para cada temperatura al
momento en que se completd la germinacion del
correspondiente tratamiento L. La dependencia
a la luz es frecuente encontrarla en especies que
poseen semillas de muy baja masa (Jankowska-
Blaszczuk & Daws 2007; Galindez et al. 2009;
Koutsovoulou ef al. 2014) y es caracteristica
del género Baccharis (Karrfalt & Olson 2008).
Esta respuesta positiva de la germinacion a la
iluminacion fue encontrada en aquenios de B.
dracunculifolia subsp. dracunculifolia recolectados
en la provincia de Entre Rios (31°55°S; 58°17°0,
Galindez et al. 2009) tanto con un régimen térmico
alternante (8 horas a 25°C y 16 horas a 10°C) como
bajo uno constante a 20°C. Sin embargo, Gomes
& Fernandes (2002) encontraron que, para la
misma subespecie, a 15°C la germinacion ocurria
independientemente de la luz con muy altos valores
porcentuales, mientras que a 20; 25 y 30°C fue
significativamente mayor en luz que en oscuridad,
por lo que concluyeron sobre la existencia de una
interaccion entre la temperatura y la luz. Nuestros
resultados a 13°C y, con menor certidumbre a 7°C,
no muestran esa interaccion. Si bien la germinacion
en el tratamiento a 7°C en oscuridad result6 en un
porcentaje promedio relativamente alto, esto se
presento junto a una alta dispersion entre muestras
(0; 6,88; 13,85 vy 69,2 %), lo que llevd a suponer
una falla en la aplicacion de la oscuridad en dos de
las repeticiones, poniendo en dudas la interaccion
entre la temperatura y el requerimiento de luz. La
confirmacion a tal suposicion se obtuvo con la
repeticion del tratamiento de OL a 7°C que resultd
en una germinacion nula al finalizar el periodo de
oscuridad y con un %V de 8,44 y desv std de 3.62.
Las discrepancias referentes a la interaccion luz-
temperatura entre los aquenios aqui analizados y
los informados para la subespecie dracunculifolia
podrian obedecer a diferencias, ya sea en relacion
a las subespecies y/o a las condiciones durante la
formacion de las semillas.

Con respecto a los resultados del extremo
superior del rango de temperaturas, podria esperarse
que la alta temperatura, en conjunto con alta
humedad, principios en los que se basan pruebas
de envejecimiento de semillas, de longevidad, etc.,
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favorezcan el deterioro y posterior muerte seminal
(TeKrony 2005), en particular con semillas de
baja permanencia en los bancos de semillas, como
es el caso de las de B. dracunculifolia (Galindez
2008; Galindez et al. 2013). Este ultimo hecho
no se presentd ni en la temperatura mas alta
utilizada (Tab. 1). Probablemente sean necesarias
condiciones mas extremas y/o sostenidas por mas
tiempo que las empleadas en este trabajo cuyas
temperaturas son mas acordes con las de primavera-
verano, estacion a las que estan expuestas las
semillas recién producidas. Dado el alto porcentaje
de semillas vivas pero no germinadas encontrado
a 35°C (tanto en L como en OL, Tab. 1), se realizod
una prueba adicional a fin de definir el estado entre
quiescente o dormicion.

La exposicion a 35°C por 36 dias de las
semillas (con ausencia absoluta de germinacion)
y su pasaje a 20°C y luz por una semana, llevd
al tratamiento L a una germinacion del 66%,
quedando como remanente un 15y 18 % de F y
M respectivamente. El cambio en la temperatura y
la exposicion a la luz del tratamiento OL condujo,
luego de dos semanas, a valores superiores de
germinacion a los obtenidos en el tratamiento
L (93,5%; a<0.05) acompanados de un 3,8 %
de F y 2,7% de M. Tanto para L como para OL
los resultados de los % de F y M se encuentran
dentro del rango de valores encontrados entre 13
y 28 °C (ver Tab. 1). Este efecto inhibitorio de
la germinacion ejercido por la alta temperatura
durante la imbibicién, y que es rapidamente
revertido por exposicion a temperaturas menores
es llamado termohinhibicion. Fue registrado en un
amplio conjunto de especies que incluyen especies
cultivadas, como lechuga y zanahoria, como a
otras anuales invernales de climas mediterraneos
(Huo & Bradford 2015). En las cultivadas esta
inhibicion es indeseada ya que va en detrimento
del establecimiento del cultivo cuando éste se
siembra a temperaturas altas. En cambio, en climas
mediterraneos, la inhibicion actuaria impidiendo la
germinacion en los veranos secos y la favoreceria
en el otoflo cuando las temperaturas disminuyen y
la probabilidad de lluvias es mayor. Esta situacion
es la descripta por Gomes & Fernandes (2002) para
la zona de extraccion de los aquenios de su trabajo.
En la provincia de Buenos Aires, si bien presenta
una distribucion de lluvias con precipitaciones
abundantes desde la primavera temprana hasta fines
del verano-principios de otoflo (marzo-abril), en
los meses de diciembre, enero y febrero el déficit
hidrico supera el 20% (Sala et al. 1987; Requesens
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2011), restringiendo fuertemente la disponibilidad
de agua en el suelo. Es entonces probable que el
ajuste propuesto opere también en este caso.

Los resultados muestran al requerimiento de
luz como la principal causa de dormicion primaria,
por lo cual con la velocidad de germinacion
medida bajo iluminacion es posible estimar las
temperaturas cardinales de esta etapa del desarrollo
y el tiempo térmico, pudiéndose anticipar que la
temperatura maxima se encuentra dentro del rango
de 28 a35°C. Ya que, 35 °C es una temperatura que
excede la temperatura maxima de la germinacion, y
por tanto cae por fuera de la linealidad del modelo
a utilizar para estimar la temperatura base (Tb) y
la suma térmica (TT), los resultados obtenidos en
esta temperatura se los excluyen de los siguientes
analisis.

a-2 Curvas de germinacion en el tiempo:
La curva usada para el seguimiento en el tiempo
del %G satisfizo los siguientes criterios: 1)
presentd un menor cuadrado medio del error que
la obtenida mediante la funcién de Gompertz,
funcion recomendada por Balzarini ef al. (2008)
para el seguimiento de la germinacion en el tiempo
(datos no mostrados); 2) a igualdad de cantidad de
parametros a ser estimados, las constantes de esta
ecuacion tienen un significado biologico facilmente
identificable; y 3) en todos los casos se comprobo
que el seguimiento abarcé el acercamiento
asintdtico al %Gfinal.

Los %G final obtenidos para los tratamientos
L y OL mediante el ajuste a la curva (Alfa),
mostraron un efecto significativo de interaccion
entre la temperatura y la iluminacién (0=0,05,
Tab. 2). Los contrastes mostraron diferencias
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significativas solamente entre el tratamiento
La7¢°C coneldeOLa 13 °C, con el menor
y mayor valor respectivamente (a=0,05, Tab.
3). Estas diferencias no fueron detectadas en la
comparacion de promedios antes presentadas
debido, probablemente, a la inclusion en ese caso
de los datos de 35 °C.

El coeficiente de velocidad (K) esta
relacionado con la dispersion en el tiempo de la
germinacion: cuanto mas breve es el periodo entre
el inicio y el final de la germinacidén, mayor es
el valor del coeficiente. La comparacion de este
parametro mostré que es afectado tinicamente por
la iluminaciéon mientras que la temperatura no tuvo
por si misma, ni en interaccion con la iluminacion
efectos sobre el mismo (Tab. 2). Si bien el contraste
agrup6 a todos los tratamientos L, s6lo diferencio
claramente a OL obtenido a 7 °C con un menor
valor de K, debiéndose entonces considerarlo con la
misma cautela que en el caso anterior (Tab. 3). Aun
asi, se puede observar una tendencia a germinar en
forma mas dispersa en el tiempo a las semillas bajo
el tratamiento OL que las que recibieron luz desde
el inicio de la hidratacion (Tab. 3).

Los tiempos medios determinados por
el ajuste a la funcidon y empleando el tiempo
transcurrido desde el inicio de la iluminacidn,
se alejaron de los supuestos de normalidad y
homocedacia requeridos para la comparacidn
estadistica (0=0,05). Esta variable se normaliz6
mediante el calculo de su inversa, transformacion
que no afecta su interpretacion bioldgica ya que
es una medida de la velocidad de desarrollo, en
este caso la velocidad al 50% de la germinacion
(V50%). Se encontraron efectos significativos

Tabla 2 — Analisis de la varianza de los parametros de las curvas del porcentaje de germinacion. Alfa es el valor
asintdtico correspondiente al porcentaje final de germinacion. V50% es la velocidad de germinacion estimada cuando

el 50% de las semillas han germinado (inversa del Tmed de la curva). K es el coeficiente de curvatura de la funcion.
Table 2 — Analysis of variance for parameters estimated by adjusted percentage of seed germination to time curve. Alpha is the asymptotic
value corresponding to the final percentage of germination. V50% is the germination rate at 50% of seeds germinated (inverse of Tmed

of the curve). K is the coefficient of curvature of function.

F.V. Alfa V50% K

gl F p-valor F p-valor F p-valor
Modelo 7 3,24 0,0120 299,87 <0,0001 7,19 0,0001
Temp 3 4,13 0,152 621,77 <0,0001 1,41 0,2600
[lum 1 1,96 0,1728 214,42 <0,0001 42,31 <0,0001
Temp*I[lum 3 3,11 0,0422 42,84 <0,0001 1,18 0,3350
Error 28
Total 35
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Tabla 3 — Promedios de las constantes de la funcidon que describe los cambios del %G a lo largo del tiempo
y los contrastes realizados con la prueba de Scheffé (a=0,05). Los valores de Alfa corresponden al %G
final alcanzado, V50% es la inversa del periodo de tiempo empleado para llegar al 50% del Alfa y K es un
coeficiente de curvatura. Letras diferentes dentro de cada columna indican diferencias significativas obtenidas
con la prueba de Scheffé (0.<0,05). Tratamientos: Temp= temperatura (°C); [lum= iluminacién; L= luz; OL=

periodo de oscuridad total-periodo con fotoperiodo diario (en horas).

Table 3 — Mean of value parameters of the function that describes the % G over time and the contrasts performed with the
Scheffé test (a0 = 0.05). The alpha values correspond to the final% G achieved, V50% is the inverse of the time period used to
reach 50% of the alpha and K is a coefficient of curvature. Different letters within each column indicate significant differences
obtained with the Scheffé test (a<0.05). Factors: Temp = temperature; [lum = lighting; L = light; OL = total dark period-period
with daily photoperiod.

Temp (°C) Ilum Alfa V50% K

7 L 67,79 a 1,031 a 10,11 b
7 oL 81,51ab 1,651 ab 3,98a
13 L 80,91 ab 3,126 be 10,40 b
13 oL 96,91 b 4,071 ¢ 6,73 ab
20 L 83,64 ab 7,944 d 10,86 b
20 oL 76,88 ab 14,665 £ 6,46 ab
28 L 76,45 ab 10,467 e 10,08 b
28 oL 72,20 ab 14,861 f 7,24ab

L de las temperaturas, el tratamiento de luz y de
su interaccion (Tab. 2). Los valores mas altos
se obtuvieron luego de la exposicion a la luz
en los tratamientos OL en las dos temperaturas
mas altas (20 y 28 °C). A éstos los siguieron los
= 0,00047x - 0,002 L correspondientes a esas dos temperaturas, y

R?=0,97 finalmente los de 13 y de 7 °C sin diferir dentro
de cada temperatura entre los tratamientos de
iluminacion (Tab. 3).

a-3 Estimacion de la Temperatura base y
Suma Térmica de la germinacion: El grafico de la
oL V50% con la temperatura permitié observar que
los datos correspondientes a 28 °C pertenecian a
la recta de respuesta positiva a la temperatura (Fig.
la). La regresion lineal obtenida fue altamente
significativa (¢<0.0001). Se siguié el mismo
- 0,00072x 00034 criterio para analizar los datos obtenidos en el

R2= 0,85 tratamiento OL, para el que también la regresion fue
significativa (0<0.0001, Fig. 1b). La temperatura
base estimada a partir de estas regresiones fue de
6 °C y la suma térmica para la germinacién fue de
2500 °C.h (104 °Cd) cuando las semillas fueron
provistas con luz desde la imbibicion. Para los
tratamientos OL la temperatura base estimada fue
de 4,7 °Cyel TT para la germinacion de 1388 °C.h
(aproximadamente 58 °C.d) estimaciones realizadas

0,016

0,012

0,008

V50% (h-1)

0,004 -

0 5 10 15 20 25 30
Temperatura (°C)

0,016 -

0,012 -

0,008 -

V50% (h-1)

0,004 -

0 5 10 15 20 25 30

Temperatura (°C)

Figura 1 — Relacion entre la velocidad de germinacion
(V50%) y la temperatura para los tratamientos

luminicos: luz (L) y oscuridad seguida por luz (OL).
Figure 1 — Relationship between germination rate (V50%) and

temperature for lighting treatments: light (L) and dark followed
by light (OL).

considerando el tiempo a partir del momento en
que se les suministro luz. El acortamiento del TT
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indica que parte de los eventos que conducen a la
germinacion fueron cumplimentados durante el
periodo de oscuridad y presumiblemente con una
temperatura base mayor a 4,7 °C, lo que llevo a
calcular para los tratamientos L una temperatura
base mayor.

Segun estos resultados B. dracunculifolia
subsp. tandilensis se clasificaria como una
especie de germinacion intermedia, segin los
tiempos de germinacion, (Ferreira et al. 2001)
y segun los TTmedio (Diirr et al. 2015). Esto
implica que un alto porcentaje de germinacion se
obtendria en una ventana de tiempo estrecha con
condiciones ambientales favorables, tales como
las que se requieren en ambientes o0 micrositios
con disponibilidad de agua muy fluctuante y
dependiente de la lluvia.

Prueba Salinidad (pS)

La prueba de salinidad, realizada a 20 °C con
aquenios cosechados poco tiempo antes de realizar
la prueba, mostrd que el porcentaje de aquenios
vanos (V) fue diferente segin la localidad de
extraccion (o< 0,0001). Para A el valor promedio
fue de s6lo un 18%, mientras que para los extraidos
en C llegd a 49%. Tanto la diferencia en los
valores promedio como la alta variabilidad interna,
confirmaron la importancia de basar los calculos
del estado de las semillas sobre muestras grandes
de aquenios y de hacer las correcciones pertinentes
para cada muestra en particular, correcciones que
se hicieron para los resultados que se exponen a
continuacion.

0%G-A
W%G-C

N%F-A

O%F-C

50 T 100 — 150
Concentracién de NaCl (mM)
Figura 2 — Porcentajes de semillas germinadas (%G)
y firmes (%F) obtenidas de aquenios cosechados
en las sierras de Azul (A) y en las dunas de la costa
atlantica(C) luego de la exposicion a diferentes

soluciones de cloruro de sodio (NaCl).

Figure 2 — Percentages of germinated (%G) and firm (%F)
seeds obtained from achenes harvested in Sierras de Azul (A)
and in dunes of the Atlantic coast (C) after exposure to different
solutions of sodium chloride (NaCl).
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La exposicion al NaCl caus6 un efecto
significativo sobre el %G, mientras que el origen
de la simiente y la interaccion entre estos dos
factores no lo modificaron (Tab. 4). Los promedios
de %G en 0 mM (testigos) fueron de 86% y 69%
para C y A respectivamente, no alcanzando la
diferencia entre los valores a ser significativa
(0=0,05). Con el aumento de la salinidad los %G
disminuyeron llegando a ser practicamente nulos en
150 y 200 mM de NaCl (Fig. 2). En esta prueba la
imposicion de la salinidad no aumento el porcentaje
de semillas muertas, tampoco se encontraron
para el mismo diferencias segun la localidad de
origen de las simientes (6,0% y 13,8% para Ay
C respectivamente; Tab. 4). En contraposicion, el
porcentaje de semillas firmes fue modificado muy
significativamente por la salinidad (Tab. 4) y en
correspondencia con la disminucion de las semillas
germinadas, tanto para las de origen en las dunas
costeras como las de las sierras (Fig. 2).

Estos resultados son compatibles con la
hipotesis que sostiene que en ambientes mas
estresantes, como el salino de la costa, la produccion
de semillas viables es menor (Munns & Rawson
1999). Esta especie ha sido reconocida por su
amplia distribucion y como colonizadora de muy
variados ambientes que incluyen una amplia
gama de diferentes disponibilidades de nutrientes
minerales (Negreiros ef al. 2014). Varias de las
numerosas especies de este género han sido usadas
para regenerar areas disturbadas por su capacidad de
adaptarse a condiciones adversas, incluidas algunas
con capacidad de colonizar dunas bajo influencia
marina (Karrfalt & Olson 2008; Montalvo et al.
2010; Hester et al. 2012). La distribucion conocida
para B. dracunculifolia subsp. tandilensis hasta hace
poco no evidenciaba esta capacidad para afrontar
los desafios que representan para la germinacion,
crecimiento y desarrollo las condiciones de las
dunas costeras marinas. Espirito-Santo ef al. (2003)
han informado sobre el alto costo metabolico que
supone la reproduccion para los pies femeninos de
B. dracunculifolia subsp. dracunculifolia. La alta
asignacion de recursos para hacerlo llega a ocasionar
la muerte de ramas e incluso de individuos, en
forma particular bajo estrés hidrico. Este resultado
es bien conocido en especies cultivables en las que,
previamente a la muerte de las plantas, la disminucion
de los recursos asignados para la reproduccion,
conlleva tanto a la disminucion en la calidad como
en la produccion de semillas Este efecto de factores
ambientales de estrés sobre la asignacion de recursos
alareproduccion puede hacerse extensivo a especies
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Tabla 4 — Analisis de la varianza de los porcentajes de germinacion (%G), de semillas muertas o vanas (%M), y de
semillas firmes (%F), de aquenios segiin su ambiente de procedencia (Localidad= Loc) y concentraciones de NaCl

en el medio de germinacién (Sal).
Table 4 — Analysis of variance of germination (% G), dead and empty seeds (% M), and firm seeds (% F) in percentages of achenes by
their environmental (Localidad= Loc) and NaCl concentrations in germination medium (Sal).

F.v. %G %M %F

gl F p-valor F p-valor F p-valor
Modelo 9 18,57 <0,0001 0,84 0,5827 9,53 <0,0001
Origen 1 0,44 0,5104 1,74 0,1972 1,84 0,1853
Sal 1 40,90 <0,0001 0,65 0,6283 19,99 <0,0001
Origen*Sal. 4 0,77 0,5508 0,81 0,5289 1,00 0,4210
Error 30
Total 39

silvestres, tales como los observados en la asteracea
Flourensia cernua (Valencia-Diaz & Montaiia
2005) y en la mas emparentada B. ulicina (Tucat
2015). El aumento de frutos vacios tal como ocurre
en situacion de estrés hidrico para los dos casos
citados, bien podria explicar la mayor proporcion
de aquenios vacios observada en la costa. Por otro
lado, no se registraron diferencias en la capacidad
de germinacion bajo salinidad, que pudieran sugerir
hipdtesis respecto a una tolerancia o resistencia de
origen genético o de efecto materno, en las semillas
provenientes de las plantas de la costa con respecto
a las de origen serrano.

Los resultados muestran que B. dracunculifolia
subsp. fandilensis, tiene un mayor requerimiento de
luz para germinar que el reportado para la subespecie
tipica, en la que este requerimiento presenta
interaccion con la temperatura. Ademas, no presenta
otro tipo de dormicioén primaria de importancia y
por sus temperaturas cardinales, en particular la
temperatura base de 4,7 °C en oscuridad seguida
por luz y de 6°C bajo luz, podria encuadrarse en las
tipicas para una especie templada. Sin embargo, la
presencia de termoinhibicion la ubica en ambientes
con estrés simultaneo hidrico y alta temperatura, en
concordancia con los ambientes de dunas costeras
en que su aparicion es de registro reciente. Por
otro lado, no se han encontrado diferencias en la
germinacion en presencia de NaCl que pudieran
indicar un mecanismo particular para afrontar este
estrés en los aquenios obtenidos en la costa atlantica.
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