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RESUMEN

Martinez-Villegas J.A. 2019. Caracteristicas térmicas del nicho de germinacién en especies
tropicales y templadas de la Reserva Ecolégica del Pedregal de San Angel. Tesis de doctorado.

Instituto de Ecologia, Universidad Nacional Auténoma de México, Ciudad de México.

La respuesta germinativa esta regulada por una gran cantidad de factores ambientales, tales
como la temperatura, la disponibilidad de agua, el ambiente gaseoso y la luz, entre otros. Estos
factores pueden actuar antes de que ocurra la dispersion de sus semillas o después de este
proceso. Cuando la disponibilidad de agua no es limitada, la temperatura afecta la velocidad a
la que ocurre la germinacién, el nivel de latencia y la tasa de deterioro de las semillas. Se ha
propuesto que la respuesta germinativa ante la temperatura es un reflejo de las condiciones
térmicas del sitio de procedencia de las especies, por lo tanto, estd relacionada con la
adaptacion de las plantas a su ambiente. Sin embargo, ademas de la procedencia de las
especies, existen ciertos atributos que pueden afectar la respuesta germinativa ante este
factor, tales como la filiacién biogeografica de las especies, el tamafio de la semilla, la forma de
vida y el ciclo de vida de las especies, entre otros.

Dada la importancia de la respuesta germinativa en la estructura de las poblaciones, la
composicién y abundancia de las comunidades y el funcionamiento de los ecosistemas, en este
estudio se determinaron, por una parte, la capacidad germinativa y algunas caracteristicas
térmicas del nicho de germinacién (temperaturas cardinales y tiempo térmico para el 50% de
germinacion, 8rs0)) en 18 especies que habitan en la Reserva Ecoldgica del Pedregal de San
Angel (REPSA) y si éstas se relacionaron con la filiacién biogeografica de las especies, su
forma de vida, su ciclo de vida o el tamafio de sus semillas. Por otra parte, se evalué si hubo
plasticidad en estas respuestas a través de la siembra de semillas recién recolectadas,
almacenadas en laboratorio y enterradas reciprocamente en dos especies (Echeveria
gibbiflora y Penstemon campanulatus) que presentaron poblaciones en dos sitios
contrastantes (REPSA y Parque Ecolégico de la Ciudad de México, PECM). Tanto la REPSA
como el PECM son 4reas que pertenecen al Pedregal de San Angel.

Se encontré que la temperatura afect6 al porcentaje final de germinacién en 16 de las 18
especies estudiadas. La temperatura base para la germinacién (Ty) oscil6 entre 5 y 13°C para
la mayoria de las especies, y sélo en tres especies estos valores fueron superiores (entre 19 y

21.5°C). Se observaron dos grupos en funcidn del B7so): uno presenté valores entre 7 y 30°Cd,



y el otro entre 50 y 109°Cd. Esta separacion se debi6 al tipo de ciclo de vida que presentaron
las especies (anual y perenne) y estd relacionada con la velocidad a la que ocurre la
germinacion. La filiaciéon biogeografica de las especies, su forma de vida y el tamafo de las
semillas no tuvieron relacién con la Ty ni con el B7(sg).

Se ha documentado que la procedencia de las semillas tiene efecto sobre estas variables,
ya que han evolucionado de manera independiente entre poblaciones de acuerdo a las
condiciones ambientales presentes en el sitio donde habitan. El lugar de procedencia si tuvo
efecto significativo sobre el porcentaje de germinacién en P. campanulatus. Existié efecto del
enterramiento de las semillas sobre la Ty, en E. gibbiflora y sobre la temperatura maxima (T%)
en P. campanulatus. También se observd que en ambas especies hubo efecto sobre el 01(sg).
Adicionalmente, se encontré una respuesta similar al enterramiento en las semillas de P.
campanulatus que fueron almacenadas en el laboratorio. Estas respuestas estan
estrechamente relacionadas con cambios en el nivel de latencia que presentan las semillas y
se discute el papel que tienen tanto el almacenamiento en laboratorio como las condiciones
ambientales experimentadas durante el enterramiento.

La caracterizacién de la respuesta germinativa ante la temperatura y de algunos
componentes del nicho térmico de germinacion es esencial para entender la presencia de las
especies en ciertos habitats. Ademas, junto con la caracterizaciéon de otros componentes del
nicho de germinacién como el potencial hidrico base (11) y el tiempo hidrico (0 #) permitiran
realizar modelaciones de la respuesta germinativa ante diferentes escenarios climaticos, esto
con la finalidad de entender la persistencia y colonizaciéon de nuevos habitats, por lo que se

propone su determinacién y aplicacién en futuros estudios.

ABSTRACT

The seed germination response is affected by many environmental factors such as the
temperature, water availability, gaseous environment and light. These factors might act pre-
dispersion or post-dispersion. From these factors, the temperature, when water is not
limiting, affect germination rate (velocity), dormancy level and seed deterioration. It has been
proposed that germination response to temperature reflect the thermal conditions of the
species provenance, so is related with plant adaptation to their environment. Nevertheless,
other traits might affect the germination response to temperature, such as, species

biogeographic filiation, seed size, life form and life cycle, among others.
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Given the importance of seed germination response in population structure, community’s
composition and abundance, and ecosystem functioning, in this research I first determine
germination capacity and some thermal features of the seed germination niche (cardinal
temperatures and thermal time to 50% of germination, 8ri0)) in 18 species that inhabit the
Reserva Ecolégica del Pedregal de San Angel (REPSA) and if they have a relationship with
species biogeographic filiation, life form, life cycle or seed size. On the other hand, I evaluated
if these responses show plasticity, using seeds collected recently, stored in laboratory for two
months and reciprocally buried in field conditions during two months. Two species were used
(Echeveria gibbiflora and Penstemon campanulatus), which are present as populations in
contrasting sites (REPSA and Parque Ecolégico de la Ciudad de México, PECM).

With respect to the characterization of some thermal features of the seed germination
niche, I found that temperature affect final germination percentage in 16 of the 18 species
studied. Base temperature for germination (7T}) ranged between 5 and 13°C in most of the
species, and only in three species these values were greater (between 19 and 21.5°C). Two
groups were observed in function to 8r0), one of them with values between 7 and 30°Cd and
the other one with values between 50 and 109°Cd; this distinction was due to the species’ life
cycle (annual and perennial) and is related with the germination rate. The species
biogeographic filiation, life form and seed size have not relationship neither Ty nor 6 (o).

Some studies suggest that seed provenance has effect in these variables, so they have
evolved independently among populations according to their own environmental conditions.
Seed provenance had significant effect on germination percentage of P. campanulatus. Burial
had effect in the T}, in E. gibbiflora and in ceiling temperature (T.) in P. campanulatus. In both
species, a weak effect was observed in the O7sg). Additionally, in P. campanulatus, a similar
response was observed in both buried seeds and laboratory stored seeds. These responses are
strongly related with changes in seed dormant level, so the role of laboratory storage and
environmental conditions during burial are discussed.

Determination of both germination response to temperature and some thermal features
of the seed germination niche are essential to understand the presence of species in their
habitats. So, the characterization of other components of the germination niche as base water
potential and hydrotime will allow modeling germination responses under different climatic
scenarios with the aim to understand the persistence and colonization of new habitats. For

this reason, their determination and application is proposed for future researches.
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PRESENTACION

En este trabajo se caracterizaron algunos componentes térmicos del nicho de germinacién en
18 especies de filiacion biogeografica tropical y templada que habitan en el matorral xeréfilo
del Pedregal de San Angel (también conocido como Pedregal del Xitle), las cuales ademas
presentan atributos especificos contrastantes como el ciclo de vida y la forma de vida.
Diversos trabajos sefialan que estos componentes térmicos se encuentran relacionados con la
filiacién biogeografica de las especies. Sin embargo, dichos trabajos estan realizados con
especies de interés agricola o malezas asociadas a estos cultivos, ademds de que estan
ubicados en zonas donde no existe interacciéon de elementos biogeograficos contrastantes ni
tampoco en zonas que actiien como limite entre reinos biogeograficos, caracteristicas que si
tiene el Pedregal de San Angel. No obstante, se tiene documentado que existen otras
caracteristicas que pueden afectar a las caracteristicas térmicas del nicho de germinacidn, por
ejemplo, las condiciones ambientales del sitio donde habitan los individuos, la forma de vida
de las especies, el tipo de ciclo de vida que presenten y el tamafio de las semillas, por
mencionar algunos. Es por ello que en este trabajo se determinaron algunos componentes
térmicos del nicho de germinacién en especies de filiacion biogeografica tropical y templada.
Con esto se puede identificar si estos componentes estdn determinados por procesos
evolutivos ligados a la filiacién biogeografica de las especies, o bien, si estos componentes
presentan estrategias adaptativas a las condiciones del sitio o a alguna otra caracteristica de
las especies, como su ciclo de vida o su forma de vida.

Esta tesis estd organizada de la siguiente forma. En el capitulo I se presenta la
introduccidn al tema, en la cual se enfatiza la importancia ecolégica que tienen la germinacién
y el nicho de germinacién y cudles son sus principales componentes. Ademas se da evidencia
sobre la relacién del nicho de germinacién y la filiacién biogeografica de las especies.

En el capitulo Il se muestran los antecedentes del trabajo. Se hace una revision del efecto
de la temperatura sobre la respuesta germinativa, de los componentes térmicos que
determinan el nicho de germinacion, y de los origenes de la biota del matorral xeréfilo del
Pedregal de San Angel. Ademas, se presenta el objetivo y la hipétesis generales.

En el capitulo III se evalué la respuesta germinativa y se determinaron algunas
caracteristicas térmicas del nicho de germinacién en 18 especies de la Reserva Ecolégica del
Pedregal de San Angel (REPSA) en un gradiente de temperaturas constantes. Esta zona

corresponde a la parte baja del Pedregal de San Angel. Adicionalmente, se evalué si los
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requerimientos térmicos para la germinacién de estas especies estan relacionados con su
origen biogeografico, su forma de vida, su ciclo de vida o el peso de sus semillas. Este capitulo
funge como articulo requisito, bajo la siguiente referencia: Martinez-Villegas ].A., Castillo-
Argliero S, Marquez-Guzman ]. y Orozco-Segovia A. (2018) Plant attributes and their
relationship to the germination response to different temperatures of 18 species from central
Mexico. Plant Biology, 20: 1042-1052. DOI: 10.1111/plb.12882.

En el capitulo IV se investigo si la respuesta germinativa y los requerimientos térmicos en
dos especies del Pedregal de San Angel (Echeveria gibbiflora y Penstemon campanulatus) se
ven afectados por la poblaciéon de la que provienen sus semillas. Esto se evalud a través de
experimentos de germinacién realizados con semillas procedentes de dos poblaciones
presentes en dos localidades del Pedregal de San Angel que son contrastantes en altura,
temperatura y precipitacion, la REPSA y el Parque Ecoldgico de la Ciudad de México (PECM).
El PECM representa a la parte alta del Pedregal de San Angel. Esto se evalué sembrando
semillas 1) recién recolectadas, 2) almacenadas en laboratorio durante dos meses y 3)
enterradas en campo reciprocamente, en un gradiente de temperaturas constantes. Este
capitulo fue enviado para publicacién a una revista indizada: Martinez-Villegas ].A., Castillo-
Argliero S., Marquez-Guzman J. y Orozco-Segovia A. The plasticity of the germinative response
in the populations of two xeric species inhabiting two contrasting environments of Central
Mexico.

Finalmente, en el capitulo V se presenta la discusién general y se formulan las principales
conclusiones del trabajo, integrando los principales hallazgos realizados en los capitulos

previos.



CApiTuLO I

INTRODUCCION GENERAL

La distribucidn geografica de las plantas estd determinada por una gran cantidad de factores
como la temperatura, la precipitacién, la luz, las caracteristicas edaficas del sitio, las
interacciones bidticas en las que se ven involucradas, y por factores historicos como la deriva
continental y la aparicién de barreras geograficas, entre otros (Woodson 1947; Woodward
1987). En especial, hay evidencia de que a escala global este proceso esta correlacionado con
la respuesta fisiologica de las plantas ante la temperatura y la precipitacion (o disponibilidad
de agua), mientras que la respuesta de las plantas frente a las caracteristicas del relieve
determinara su distribucién a escala local (Woodson 1947; Woodward 1987; Woodward y
Williams 1987; Kockemann et al. 2009).

La respuesta fisiolégica de las plantas ante los elementos del clima se puede observar en
diferentes caracteristicas funcionales tales como la produccién y asignaciéon de biomasa, la
tasa fotosintética, la fenologia vegetativa y reproductiva y las caracteristicas de las semillas
(capacidad germinativa o estado de latencia), entre muchas otras (Diaz y Cabido 2001; Violle
et al. 2007). Las respuestas funcionales que presentan las especies se encuentran dentro de
un intervalo de condiciones ambientales determinado por su plasticidad, la cual se expresa
dependiendo del sitio donde éstas se desarrollen (Violle et al. 2007). Por lo tanto, las plantas
responderan de manera diferencial ante las distintas condiciones ambientales presentes en
los sitios, por lo que la diversidad funcional para cada especie puede ser amplia.

La respuesta germinativa de las semillas (por ejemplo, porcentaje, tasa o velocidad,
sincronia y tiempo de retraso) ante los diferentes factores ambientales es un atributo
funcional de particular importancia, ya que, ademas de ser uno de los primeros fenotipos que
se expresan en el ciclo de vida de las plantas, esta sujeta a la seleccién natural antes de que
ocurra el establecimiento de individuos (Donohue 2005; Donohue et al. 2010). De esta
manera, el conjunto de condiciones en las que puede ocurrir la germinacion y/o presentarse

un estado de quiescencia o de latencia en las semillas puede afectar la adaptacién de las



plantulas a las condiciones que experimentaran una vez que ocurre la germinacion, ademas de
ser un componente esencial para entender la presencia y la abundancia de especies dentro de
una comunidad (Grubb 1977; Allen y Meyer 1998; Donohue et al. 2010; Jiménez-Alfaro et al.
2016). Este conjunto de condiciones se ha denominado nicho de germinaciéon por algunos
autores como Thompson et al. (1999), Brandle et al. (2003), Thompson y Ceriani (2003) y
Fernandez-Pascual et al. (2013), por mencionar algunos.

Este nicho de germinacién forma parte de los procesos que estan involucrados en lo que
Grubb (1977) identific6 como el nicho de regeneracién, que, a su vez, es uno de los
componentes del nicho ecoldgico de las plantas. El nicho de regeneracion hace referencia a
que la coexistencia y riqueza de especies en una comunidad se debe principalmente a las
diferencias que presentan en sus requerimientos para el reemplazo o reclutamiento de
individuos, e incluye procesos tales como la produccién de semillas viables, la dispersion, la
germinacion, el establecimiento y el crecimiento inicial (Grubb 1977). En especial, la
germinacion es una de las fases del ciclo de vida de las plantas mdas vulnerables ante los
factores presentes en el medio (Chambers y MacMahon 1994; Silvertown y Charlesworth
2001) y, dada su importancia en el reclutamiento de nuevos individuos via sexual, su papel
como modeladora de las comunidades y los ecosistemas es relevante (Grubb 1977). Por ello,
al verse alteradas la temperatura y la disponibilidad de agua, ya sea a una escala global,
regional o local, habra un efecto directo sobre estos niveles de organizacion.

En este sentido, es razonable pensar que la amplitud y las caracteristicas que tenga este
nicho de germinacion se relacionen con la distribucién geografica que presentan las especies.
Brown (1984) argumenta que la relacidon entre la amplitud del nicho de las especies y la
amplitud de su distribucién geografica es positiva, y a pesar de que esta relaciéon pareciera
obvia, son pocos los trabajos que ofrecen evidencia empirica a su favor (Kéckemann et al.
2009; Slatyer et al. 2013). En cuanto a las caracteristicas del nicho de germinacién y la
distribucion de las especies, existe suficiente evidencia de que la distribucién de las plantas se
limita a aquellos lugares donde las condiciones sean las adecuadas para que ocurra la
germinacion. Muchos trabajos han evaluado el efecto de la temperatura en condiciones de
laboratorio, y se reporta que la germinacidn ocurre bajo las temperaturas caracteristicas de la
temporada de crecimiento del sitio donde fueron recolectadas las semillas (Thompson
1970a,b, 1973a,b; Grime et al. 1981; Labouriau 1983; Thompson et al. 1999; Probert 2000;

Brandle et al. 2003; Bewley et al. 2013). Sin embargo, no en todos los casos la existencia de un



nicho de germinacién amplio significa que la distribuciéon de las plantas también lo sea
(Donohue et al. 2010).

También se ha sugerido que las condiciones que favorecen la germinacién no sélo
reflejan las caracteristicas que tiene el lugar donde crecen las especies, sino también reflejan
su origen geoclimatico (Trudgill et al. 2000; Baskin y Baskin 2014; Diirr et al. 2015). Para
analizar esta idea, se ha evaluado el papel que tiene la temperatura y el potencial hidrico (¥),
en especial las temperaturas cardinales, el tiempo térmico y el potencial hidrico base. Las
temperaturas cardinales son la temperatura base (Tb, que es aquella temperatura por debajo
de la cual no ocurrird la germinacidn), la temperatura tope (T, que es la temperatura por
arriba de la cual no ocurre la germinacién) y la temperatura éptima (7, que es la temperatura
en donde la germinacidn ocurrird a un mayor porcentaje y velocidad), mientras que el tiempo
térmico (07)es un umbral de energia térmica acumulada para que se desencadene un proceso,
en este caso, la germinacién de una determinada fracciéon de semillas (g, y en el caso de la
germinacion 0r()), y se mide en unidades térmicas grados centigrados/unidad de tiempo (°Ct)
(Mayer y Poljakoff-Mayber 1975; Roberts 1988). Por otra parte, el potencial hidrico base (¥)
es el potencial hidrico por debajo del cual no ocurre la germinacidn.

Diirr et al. (2015), a través de una revisidn bibliografica, relacionaron la Ty con el 07
necesario para el 50% de germinacién (Ors0)) en 243 especies de plantas agrupadas en
diferentes gremios, entre los que se encuentran arboles tropicales, cacticeas, especies
forrajeras, cultivos y especies horticolas. Se encontrd que existe una relaciéon negativa entre
ambas variables, es decir, a menor T}, se requeria mayor 0 rs0); ademas los arboles tropicales
tienen una germinacién mas lenta comparada con la velocidad a la que ocurre la germinacion
de especies horticolas o cultivos de regiones templadas o frias (Figura 1.1). Esto ademas
indica que, independientemente del grupo de plantas, la germinacion es méas rapida conforme
aumenta la Ty, ya que la cantidad de °Cd que deben acumular disminuye. Trudgill et al. (2000)
también encontraron una relacién negativa entre la Ty, y el 8750y en 31 especies de herbaceas,
tanto silvestres como cultivadas, en el Reino Unido.

En un estudio realizado por Rosbakh y Poschlod (2015) se evalué la Ty, en 49 especies y
la relacionaron con la temperatura media anual (TMA) del sitio donde se realizé la recolecta
de semillas. Las especies se separaron en tres grupos, dependiendo de la familia taxonémica
[(1) Poaceae, (2) Caryophyllaceae y (3) Asteraceae y otras]. Los autores encontraron una
relacion negativa entre la Ty y la TMA en los tres grupos (Figura 1.2). El resultado de este

trabajo refuerza la idea de que las caracteristicas de las especies relacionadas con el



reclutamiento de nuevos individuos (produccion de semillas viables, dispersion, germinacién,
establecimiento y crecimiento, es decir, el nicho de regeneracion de las plantas; Grubb 1977)
son fundamentales para entender la distribuciéon de las especies. De estas caracteristicas
destaca la germinacidn, ya que las condiciones bajo las cuales ocurre brindan un reflejo de las
condiciones ambientales presentes en el lugar donde se distribuyan los individuos

(Thompson 1970a,b, 1973a,b).
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Figura 1.1. Relacién negativa entre Tb y 071(s0) en diferentes grupos de especies (Tomado y modificado de Diirr et al.

2015).
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Figura 1.2. Relacidn negativa entre el logaritmo de la Tb y la temperatura media anual del sitio de recoleccién de las
semillas. Se presentan las relaciones para cada grupo de especies (Tomado y modificado de Rosbakh y Poschlod

2015).

Se ha propuesto que el intervalo de temperaturas para que ocurra la germinacién,
definido por la T, y la Ty, y el O7s0) son rasgos que caracterizan a cierta especie (Dirr et al.
2015). Quiza esto sea aplicable a algunos cultivares y genotipos de especies de cultivo, ya que,

en muchos casos sus semillas presentan baja o nula variabilidad en su respuesta germinativa.



De hecho, la rapidez y uniformidad en la respuesta germinativa es determinante para este tipo
de especies (Finch-Savage y Bassel 2016). Sin embargo, estos rasgos pueden variar
dependiendo de las condiciones ambientales bajo las cuales se desarrollen las semillas, el
ambiente que éstas experimentan después de la maduracién y/o dispersion, o el nivel de
latencia que presenten. Esta variacién puede ocurrir dentro de la misma especie, entre
diferentes ecotipos, dentro de la misma poblacién o entre diferentes temporadas, por lo que
no podrian considerarse como una caracteristica especifica. Galindez et al. (2017), por
ejemplo, evaluaron cémo el ambiente experimentado por la semilla al momento de la siembra
puede modificar la T, en semillas que provienen de la misma poblacion. Ellos evaluaron la
germinacion de cuatro especies (Lippia turbinata f. turbinata, L. turbinata f. magnifolia, L.
integrifolia y Aloysia citriodora) bajo temperaturas constantes y fluctuantes. Encontraron que
la Ty se modific6 dependiendo del régimen de temperatura, siendo mayor en temperaturas
fluctuantes que en las constantes. Por otra parte, Picciau et al. (2019) dan evidencia de que
tanto la Ty como el 8+ dependen de la altitud a la cual se desarrollen las semillas de diferentes
especies: las especies de bajas altitudes tienen menor T}, y mayor 07 en comparacion con las
de mayor altitud. En este caso, la germinacién fue evaluada bajo diferentes temperaturas
constantes en semillas de diferentes especies que habitan en un gradiente de altitud de la Isla
de Cerdefa, Italia (Digitalis purpurea var. gyspergerae, Ptilostemon casabonae, Santolina
insularis y Scrophularia trifoliata, entre otras).

Adicionalmente, Chantre et al. (2009) evaluaron los cambios que tienen la Ty, la T y el 87
durante la liberacion de la latencia primaria en semillas de Lithospermum arvense. En este
trabajo, las semillas que tuvieron diferente tiempo y temperatura de almacenamiento se
sembraron en un gradiente de temperaturas constantes y se evaluaron los cambios ocurridos
enla Ty, la T y el 67. Se observé que la liberacién de la latencia primaria se relacion6 con una
amplitud del intervalo de temperatura para que ocurra la germinacion (i.e. cambios enla T}, y
en la T¢) y un aumento de la velocidad con la que ocurre el proceso (i.e. cambios en 67). Mas
recientemente, Fernandez-Pascual et al. (2019) reportan que las caracteristicas térmicas de la
germinacion estan relacionadas con el ambiente térmico que experimentan tanto las semillas
como sus ancestros inmediatos. De esta manera, las semillas presentan un tipo de “memoria

térmica” que les permiten detectar ciertas tendencias climaticas a mediano o largo plazo.
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CAPITULOII

ANTECEDENTES, OBJETIVOS E HIPOTESIS

GERMINACION Y TEMPERATURA

La germinacién es un proceso que involucra a todos los procesos fisiolégicos que ocurren en
una semilla a partir del inicio de la entrada de agua (imbibicién) y culmina con la elongacién
del eje embrionario, generalmente la radicula, a través de las estructuras que rodean al
embrion (Bewley 1997; Bewley et al. 2013). Se han definido tres fases en el proceso de
germinacion de las semillas, en funcién de la entrada de agua (Bewley 1997; Bewley et al.
2013). Durante la fase I el agua entra a la semilla y se reanuda la actividad metabdlica
(respiracién, consumo de oxigeno y activacién de enzimas mitocondriales). En la fase II las
tasas de absorcion de agua y oxigeno se reducen y continta la actividad enzimatica, por lo que
ocurre la sintesis de novo de proteinas, ADN, ARN y otras moléculas. Finalmente, en la fase III
concluye la germinacién con el alargamiento de la radicula.

Dentro de un lote de semillas viables puede existir una proporcién de ellas que no
germinen, aunque las condiciones luminicas, térmicas, hidricas y gaseosas sean las adecuadas
para que lo hagan. Cuando esto sucede, se dice que esta proporcion de semillas esta en un
estado de latencia. La latencia es una caracteristica compleja, propia de las semillas, mas no
del medio en donde se encuentren (Vleeshouwers et al. 1995), y su complejidad radica en que
va a estar regulada por sefnales ambientales y enddgenas que van a bloquear alguna etapa del
proceso germinativo (Finch-Savage y Leubner-Metzger 2006; Finkelstein et al. 2008; Graeber
et al. 2012), especialmente actiia sobre las fases I y Il de la germinacién, evitando que las
semillas entren en la fase III. La latencia puede estar dada por caracteristicas propias del
embrién (enddgena) o por los tejidos que rodean a éste (exdgena), y puede ser un estado
innato (es decir, que se adquiere durante el proceso de desarrollo de la semilla; latencia
primaria) o adquirirse una vez que las semillas experimentan condiciones ambientales
adversas en su habitat (latencia secundaria) después de su dispersién (Finch-Savage y

Leubner-Metzger 2006; Baskin y Baskin 2014).



La imposicion y la liberacion de la latencia y la germinacién son procesos que dependen,
principalmente, del balance entre dos fitohormonas, el acido abscisico y el acido giberélico
(Hilhorst 1995). De manera general se ha reportado que los altos niveles de acido abscisico
imponen y mantienen a las semillas en estado de latencia, mientras que el acido giberélico
antagoniza la accién del acido abscisico, favoreciendo la germinacion (Hilhorst 1995). Este
balance hormonal es el que estd regulado por diferentes sefiales ambientales, como la
temperatura o el potencial hidrico, que favorecen que la supervivencia y posterior éxito
reproductivo de los nuevos individuos sean altos, al permitir que la germinacién ocurra en el
lugar y época del afio adecuadas (Finkelstein et al. 2008; Kendall y Penfield 2012).

Tanto la germinacién como la latencia son procesos que estan fuertemente regulados por
la temperatura (Bewley et al. 2013), aunque los mecanismos moleculares ain no son muy
claros. Cuando un lote de semillas no presenta latencia, o su nivel es muy bajo, la germinacién
ocurre en un intervalo amplio de temperaturas, dependiendo de la especie y el sitio en donde
habita, y dentro de este intervalo la velocidad a la que ocurrira la germinacidn es diferente
(Benech-Arnold et al. 2000; Batlla y Benech-Arnold 2015). Este intervalo estd definido por la
Ty y la T, dentro de este intervalo se encuentra la T, (Mayer y Poljakoff-Mayber 1975;
Roberts 1988).

La T, para que ocurra la germinacion de las diferentes fracciones de semillas en una
poblacién (por ejemplo, el 10%, 20%, etc.) se considera constante (es decir, se requiere la
misma T, para que germine el 10%, el 50% o el 100% de la poblacién). Por otra parte, la T
difiere entre las diferentes fracciones de semillas, siendo mayor para bajos porcentajes de
germinacién y menor conforme aumenta (es decir, la temperatura maxima para la
germinacion del 90% de las semillas es menor en comparacién con la requerida para el 10%;
Garcia-Huidobro et al. 1982). La T, puede ser una sola temperatura o un intervalo de ellas,
dependiendo de la especie y del ambiente particular en donde la especie habita (McDonald
2002), y se ha observado que la tasa germinativa aumenta de forma generalmente lineal de T
a T, (temperaturas subdptimas), asi mismo, disminuye de forma generalmente lineal en las
temperaturas presentes entre T, y T: (temperaturas supradptimas; Garcia-Huidobro et al.
1982; Figura 2.1). Sin embargo, también se ha considerado que esta relaciéon puede ser no

lineal (Orozco-Segovia et al. 1996; Hardegree 2006).
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Figura 2.1. Relacidn entre la tasa de germinacion (¢t-1) y la temperatura (°C) para cada fraccién de semillas que
germinan (g, en este caso 10, 50 y 80%). Se pueden distinguir las tres temperaturas cardinales (Tb, To y Tt). Por
debajo de T, se encuentran las temperaturas subdptimas y por arriba de ésta las supradptimas. El tiempo térmico
para cada g (B1() es el inverso de la pendiente en el intervalo de temperatura subéptima. Modificado de Bradford

(1995, 2002).

No todas las semillas presentes en una poblacién germinan al mismo tiempo. La
velocidad de este proceso sera diferente entre las diferentes fracciones que forman parte de
dicha poblacion. En este caso, la germinacidn de determinada fraccién de semillas (g) ocurrira
cuando las semillas se siembren bajo una temperatura dada (7) entre la T}, y la T,, entonces el
efecto de la diferencia de temperatura entre la Ty la Ty, (T - Tyv), o energia térmica, se va
“acumulando” en el tiempo. El proceso culmina una vez que se llega a un cierto total de
energia térmica acumulada; a esto se le denomina tiempo térmico (0 r) y se mide en unidades
térmicas grados centigrados/unidad de tiempo (°Ct; Figura 2.2). El tiempo térmico se calcula
como el inverso de la pendiente que resulta de la relaciéon lineal positiva descrita
anteriormente entre el inverso del tiempo requerido para la germinacién de la fracciéon g de
semillas (tasa de germinacién; TR) y la temperatura en el caso de las temperaturas
subo6ptimas (Figura 2.1). Este modelo, conocido como modelo del tiempo térmico, permite
calcular el tiempo térmico tedrico requerido para que ocurra la germinaciéon de una

determinada fracciéon g de semillas (Ory)), y matematicamente se define a través de la

siguiente expresion:
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B = (T - To) tlg)

donde (T - Ty) es la diferencia entre la temperatura a la que se realiza la siembra (T) y 1a Tb,
mientras que t(g) es el tiempo en el que germinan las diferentes fracciones de semillas (g) de
la poblaciéon. Ya que se conoce el tiempo térmico (0 r) para las diferentes g, la TG se define a

través de la siguiente expresion:

GR(g) =1/t(g) = (T - Tv) / O1g).

Or(q) = (T = Tp) x t(9)
v GR(g) = 1/t(g) = (T — Tb) / eT(g)

(T-T,) =5°C por dia

T,=5°C ~fm======== >
CN 5
A
—— 50°Cd
25°Cd
Brq | 5°Cd

v

g 10% 50% 100%

t(g) 1ldia 5dias 10 dias

Figura 2.2. Representacion analoga del tiempo térmico y la tasa de germinacién. Suponiendo que la T es de 5°Cy
la siembra de semillas se realiza a 10°C (7), las semillas acumularan por unidad de tiempo 5°C (que es la diferencia
entre Ty Tb; en el esquema, i.e. la diferencia entre el nivel de agua y el orificio por donde ésta sale). Para que ocurra
la germinacién de diferentes porcentajes de semillas (10, 50 y 100%) se requiere diferente tiempo térmico (5, 25,y

50°Cd, respectivamente; representados como pequefios botes). Si por unidad de tiempo (en este caso, por dia) se

van acumulando 5 °C en cada bote pequefio, el tiempo para que germinen las diferentes fracciones de semillas (g)

es diferente entre si (es decir, el tiempo requerido para que cada uno de los botes pequeiios se llene, dependiendo

de su O7; ver t(g)). Se puede notar que cuando T es menor a T no se puede acumular el efecto de la temperatura
por unidad de tiempo (en el esquema, no hay salida de agua), por lo que no germinara ninguna fraccién de semillas.

Imagen basada en Bradford (2002) y modificada de R. Benech-Arnold y D. Batlla (no publicado).

El modelo de tiempo térmico es un modelo umbral poblacional (population threshold
model), ya que a través de él se pueden establecer los umbrales (T, y Tt) para la germinacién
de ciertas fracciones de una poblacién de semillas (Garcia-Huidobro et al. 1982; Bradford

1995, 2002, 2005; Batlla y Benech-Arnold 2015). Estos modelos umbral se caracterizan
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porque son capaces de predecir el tiempo en el que pueden ocurrir transiciones en estados de
desarrollo o eventos fenolégicos en funcion de una condiciéon ambiental. Sobre este tema se
han desarrollado modelos bajo diferentes condiciones como la humedad (por ejemplo, el
modelo de tiempo hidrico), el fotoperiodo, e incluso la combinaciéon de dos condiciones (por
ejemplo, el modelo del tiempo hidrotérmico, que combina temperatura y humedad) (Bradford
2005; Donohue et al. 2015).

El calculo del tiempo térmico y las temperaturas cardinales se ha utilizado para evaluar el
efecto de la temperatura en diferentes procesos bioldgicos, no sé6lo en la germinacién. Por
ejemplo, se ha utilizado para predecir la emergencia de plantulas bajo diferentes condiciones
ambientales, en especial con malezas y cultivos agricolas, o en especies que forman banco de
semillas en el suelo (Bradford 2002). También se ha utilizado para modelar la respuesta
germinativa de las especies ante los aumentos de temperatura, y los consecuentes cambios en
el patron de precipitacion y en la tasa de evapotranspiracion proyectados como consecuencia
del cambio climatico (IPCC 2007). Este aumento en la temperatura puede llevar a que las
especies que presenten un intervalo de temperatura pequefio para germinar o que requieran
temperaturas bajas para la germinacién estén en riesgo de desaparecer (Walck et al. 2011;

Figura 2.3).

Intervalos de Condiciones climaticas Efectos del
toleranciaala calentamiento
temperatura Actuales Futuras
+

Estrecho 1] ] i

Intermedio ] |:§:]

|
Amplio | BN | i
| i + — !
Intervalo de temperatura
Figura 2.3. Efecto del aumento de la temperatura sobre la respuesta germinativa de especies con diferente
amplitud de su intervalo de temperatura para la germinacién. Dicho intervalo esta dado porla Ty y la Tt. Las
especies que se veran mas afectadas ante este cambio climatico serdn aquellas cuyo intervalo (barras grises) sea
muy pequeflo, mientras que las de intervalo amplio no se veran afectadas en gran medida. La linea continua
representa a la temperatura media proyectada y las lineas punteadas son las temperaturas minima y maxima,

respectivamente. Modificado de Walck et al. (2011).

12



EL PEDREGAL DE SAN ANGEL, CARACTERISTICAS PRINCIPALES, ORIGENES Y RELACIONES

FITOGEOGRAFICAS

El Pedregal de San Angel se asienta sobre un sustrato pedregoso, producto de la erupcién del
volcan Xitle ocurrido alrededor del afio 280 (Siebe 2000). Geoldgicamente hablando, este
derrame tiene una edad corta, y esta ubicado al sur de la seccion oriental de la Faja Volcanica
Transmexicana (FTV), al suroeste de la cuenca de México (Velasco de Ledn et al. 2007; Cano-
Santana y Meave 1996; Siebe 2000; Figura 2.4). Es un area que abarca aproximadamente 80
km? y presenta altitudes que oscilan entre los 2240 y 3100 m smn (Cano-Santana et al. 2006).
Antes del derrame volcanico, esta area presentaba suelos profundos y los diferentes tipos de
vegetacidn que presentaba dependian principalmente de la altitud. Por arriba de los 2800 m
snm se presentaba bosque de pino y encino, a los 2600 m snm habia bosque de encinos y
alrededor de los 2300 m snm habia bosque de aile y liquiddmbar, especies de filiaciéon

holartica (Lot et al. 2012).

N
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N\ AL .
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México ' =
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Tlalpan

Figura 2.4. Ubicacién del Pedregal de San Angel dentro de la Ciudad de México. Se presentan las dos zonas de este

pedregal que se abordan en el estudio, la REPSA (a) y el PECM (b). Tomado de Castillo-Argiiero et al. 2004.

Una vez que cesé la erupcion del volcan Xitle, en el sitio comenzo6 un proceso de sucesion
primaria, en donde la ausencia de suelo inicial y su lenta formaciéon han determinado su

composicidn a través de la colonizacion y el establecimiento de la vegetacion (Cano-Santana y
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Meave 1996). Actualmente, la precipitacion anual es de alrededor de 870 mm y la
temperatura media anual es de 15.5°C. La temporada de lluvia es entre mayo y octubre,
mientras que los meses restantes se caracterizan por su sequia. La formacién de suelo es
escasa, pues tiene entre 0 y 30 cm de profundidad, y retiene poca humedad. Esta aridez
edafica ha favorecido que en el sitio se desarrolle un matorral xeréfilo de alta elevacion
(templado), cuyo componente vegetal presenta alrededor de 538 especies, de las cuales el
31% son anuales y el 69% perennes. Del total de especies vegetales, alrededor del 82% son
herbaceas, 15% son arbustos y 3% son arboles. Las relaciones fitogeograficas del Pedregal de
San Angel, y en general de todo el valle de México, son complejas, ya que presentan elementos
tropicales, templados y nativos afines a regiones de las montafias y las zonas aridas de México,
Centroamérica, Sudamérica y de otras partes del mundo (Castillo-Argiiero et al. 2004, 2009;
Rzedowski y Rzedowski 2005; Estafiol-Tecuatl y Cano-Santana 2017).

Las relaciones fitogeograficas del Pedregal de San Angel se pueden explicar mejor si se
consideran algunos eventos biogeograficos que han acontecido en el centro del pais. Wallace
(1876) estableci6 dentro del territorio mexicano el limite de los reinos biogeograficos
Neartico y Neotropical. Sin embargo, este limite no se puede considerar como una linea
estatica (Morrone 2010). Este limite se conoce como Zona de Transicion Mexicana de
Montafia (ZTMM, o también llamada Regién Mesoamericana de Montafia; Rzedowski 1978) y
es una de las principales regiones de la Republica Mexicana que presenta especies animales y
vegetales afines a los dos reinos biogeograficos. Esto trae como consecuencia una gran
interaccién entre las biotas de ambos reinos, lo que originé una alta diversidad de especies y
muchos endemismos (Rezedowski 1991a,b; Espinosa-Organista et al. 2008). A esta ZTMM
pertenecen diferentes provincias, entre ellas la Faja Volcanica Transmexicana (FVT; Halffter
1978; Rzedowski 1978; Espinosa-Organista et al. 2008).

La FVT presenta muchos pedregales producto de la actividad volcanica de edad geoldgica
reciente (Ferrusquia-Villafranca 1993). Desde el punto de vista biogeografico, la FVT es una
provincia que cuenta con especies que estan relacionadas con los reinos Neartico, Neotropical
y con las provincias restantes de la ZTMM (Marshall y Liebherr 2000; Corona et al. 2007;
Morrone 2010) ya que, hasta antes de que iniciara su apariciéon durante el Mioceno medio-
Pleistoceno, fungié como un corredor norte-sur de diversos taxones (Ferrusquia-Villafranca
2007). Las relaciones biogeograficas de la biota de la FVT sugieren que ésta no representa una

unidad biogeografica natural (Corona et al. 2007).
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La primera caracterizacién de la vegetacién del pedregal de San Angel fue realizada por
Rzedowski (1954), quien registré alrededor de 538 especies. Esta composicidn vegetal no es
uniforme en todo este sitio, ya que las condiciones macro y microclimaticas varian de un sitio
a otro, dependiendo principalmente de la altitud. Al igual que antes de que ocurriera el
derrame del Xitle, esto permite la presencia de diferentes comunidades, cada una de ellas
distinguida por una o varias especies dominantes. En la zona baja del derrame se tiene
registro de alrededor de 377 especies vegetales, cuyos elementos dominantes son Verbesina
virgata, Muhlenbergia robusta, Buddleia cordata, Dahlia coccinea y Pittocaulon praecox y, en
general, la vegetacidn esta relacionada con matorrales semiaridos del Altiplano (Rzedowski
1954). Parte de esta zona es la que actualmente se conoce como Reserva Ecoldgica del
Pedregal de San Angel (REPSA) y el Parque Ecoarqueolégico de Cuicuilco (Cano-Santana et al.
2006). Por otro lado, en la zona alta del derrame se han registrado alrededor de 461 especies,
y los elementos dominantes son, entre otros, Sedum oxypetalum, Quercus rugosa y Q. laurina,
la mayoria de los elementos estan relacionados con la zona de bosque montano y subalpino
(Rzedowski 1954; Gonzalez-Hidalgo et al., 2001). Parte de esta zona es la que actualmente
abarca el Parque Ecolégico de la Ciudad de México (PECM) y el parque Ecoguardas (Cano-
Santana et al. 2006).

El trabajo de Rzedowski (1954) es el registro mas completo que se tiene de la vegetacién
del pedregal de San Angel antes de que se diera el proceso de urbanizacién de esta zona. A
partir de la década de 1950 se empezd a perder la vegetacion de este pedregal, y en la
actualidad se calcula que alrededor del 70% de su superficie perdié la cobertura vegetal. Las
areas remanentes de este derrame se pudieron conservar gracias a que en ellas se lleva a cabo
parte de la recarga del manto freatico de la cuenca de México, por lo que recibieron el estatus
de “zonas protegidas” (Cano-Santana et al. 2006). Estas zonas protegidas son, ademas de la
REPSA, y el PECM, el Parque Ecoguardas, el Parque Urbano Bosque de Tlalpan y el Parque
Ecoarqueoldgico Cuicuilco.

A partir de entonces, dada la importancia ecoldgica de la zona y para su conservacion, se
empez6 a estudiar con mayor detalle su vegetaciéon. Entre estos trabajos destacan los de
Soberdn et al. (1991) y Gonzalez-Hidalgo et al. (2001; 2002) para el PECM y los de Herrera y
Almeida (1994), Valiente-Banuet y Garcia-Luna (1990), Castillo-Argiiero et al. (2004; 2007;
2009) y Cano-Santana et al. (2008) para la REPSA. Estos trabajos muestran un listado
taxonémico de los elementos que actualmente se presentan y analizan las afinidades

biogeograficas de las diferentes especies, tanto las que originalmente reportdé Rzedowski
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(1954) como las malezas e introducidas que no se habian reportado y que estan invadiendo
las areas remanentes.

Como era de esperarse para un lugar ubicado dentro de la FVT, el Pedregal de San Angel
presenta elementos de la vegetacion de diferentes origenes biogeograficos. Esto no significa
que las floras de estos dos reinos se sobrepongan, mas bien estas floras interactian de
acuerdo a las condiciones idéneas para su establecimiento, crecimiento, supervivencia y
reproduccién (Gonzalez-Hidalgo et al. 2002). Rzedowski (1954) identificé géneros afines a las
regiones boreales (Quercus, Rubus, Castilleja), neotropicales (Tagetes, Verbesina) 'y
pantropicales (Passiflora, Solanum, Begonia, Buddleja). Herrera y Almeida (1994)
identificaron que alrededor del 70% de los géneros presentes son de filiacién tropical y
alrededor del 17% son de filiacién templada, mientras que los géneros restantes se agrupan
en las categorias de distribucidn restringida o mesoamericana y son parte del elemento
endémico identificado por Rzedowski (1991a,b). Castillo-Argliero et al. (2009) reportan que
mas de la mitad de las especies registradas son de distribucion restringida, mesoamericana o
americana, mientras que las de filiacion tropical y pantropical representan alrededor del 20%
(muchas de ellas introducidas) y las templadas menos del 10%. A pesar del alto componente
endémico que se localiza en el Pedregal de San Angel, y en general en todo el Valle de México,
ningin género es de distribucidn restringida a esta area, por lo que es probable que no haya
fungido como un centro de evolucién de flora (Rzedowski y Rzedowski 2005).

Los trabajos floristicos realizados en el Pedregal de San Angel muestran que el sitio
representa un mosaico de flora y afinidades biogeograficas, limitado principalmente por la
aridez edafica, que ha visto modificada su composiciéon original gracias a los constantes
disturbios que sufri6 antes de recibir el estatus de reserva ecolégica. El principal disturbio
ocurrido en este sitio fue su fragmentacion con fines de urbanizacién, siendo una de las
principales consecuencias la pérdida del poco suelo existente, la incursiéon de especies
invasoras y la transformacidn de algunas especies nativas en malezas, que ponen en riesgo la
dindmica de la flora y la pérdida de diversos servicios ecosistémicos (Castillo-Argiiero et al.
2009, Nava-Lopez et al. 2009). Actualmente se llevan a cabo acciones de restauracion dentro
de este ecosistema, siendo la recuperacion del sustrato basaltico la mejor accién para este fin,
ya que esto permite la colonizacién de las plantas caracteristicas de este sitio y que estan
adaptadas a la escasez de suelo, poca retencién de humedad, alta evaporacién y fluctuaciones

de temperatura (Estafiol-Tecuatl y Cano-Santana 2017).
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SELECCION DE LAS ESPECIES ESTUDIADAS

Las principales caracteristicas de las especies abordadas en este estudio se presentan en la
Tabla 1.1. El namero de especies que pertenecen a los diferentes niveles de cada atributo
estudiado (origen biogeografico, forma de vida y ciclo de vida) se encuentra desbalanceado
debido a la composicién de especies que presenta el Pedregal de San Angel y que ya se
mencionaron anteriormente. Sin embargo, el nimero de especies dentro de cada categoria es

representativo de la composicion vegetal que se ha reportado en diversos trabajos.

OBJETIVOS E HIPOTESIS

Dadas las condiciones que imperan en el Pedregal de San Angel, tales como alta tasa de
evapotranspiracion, altas fluctuaciones de temperatura y suelos poco desarrollados, ;qué ha
permitido que en este sitio se hayan establecido (y se sigan estableciendo) especies con
filiaciones biogeograficas contrastantes? Existe suficiente evidencia de que la distribucién de
las especies se limitara a aquellos lugares donde las condiciones ambientales sean adecuadas
para germinar. Por esto, es posible pensar que el estudio de la plasticidad en la respuesta
germinativa ante las condiciones agrestes que caracterizan al Pedregal de San Angel permitira
entender la presencia de especies tropicales y templadas dentro de este matorral xeréfilo, a
pesar de los requerimientos térmicos contrastantes que se han reportado en ambos grupos.

Dado lo anterior, el objetivo de este trabajo es determinar algunos componentes térmicos
del nicho de germinacién en especies de filiacion templada y tropical que habitan en el
Pedregal de San Angel. Esto permitira identificar si las semillas de estas especies presentan
estrategias adaptativas a las condiciones del sitio, o bien, si estas respuestas dependen de
procesos evolutivos ligados a su filiacién biogeografica, los cuales les permiten tener un buen
desempefio en este habitat heterogéneo.

Ya que las especies de regiones tropicales tienen, por lo general, requerimientos térmicos
para la germinacién distintos que las especies de zonas templadas, se espera que en una zona
de confluencia de las regiones Neartica y Neotropical como lo es el Pedregal de San Angel,
estos requerimientos estén determinados por adaptaciones a las condiciones locales del sitio

a pesar del origen geografico de las especies.
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Tabla 1.1. Lista de las especies estudiadas en el presente trabajo y sus principales caracteristicas, de acuerdo a Gonzalez-Hidalgo et al.

(2001, 2002), Rzedowski y Rzedowski (2005) y Castillo-Argiiero et al. (2007, 2009).

Forma

Ciclo de

Filiacion

Sindrome de

Especie Familia . . . e Maleza | Introducida Fruto . .,
de vida vida biogeografica dispersion

Cosmos bipinnatus Cav. Asteraceae Hierba | Anual Templada Si No Aquenio Esclerocoria
Dahlia coccinea Cav. Asteraceae Hierba | Perenne | Templada Si No Aquenio Esclerocoria
glép atorium petiolare Moc. ex Asteraceae Arbusto | Perenne | Templada Si No Aquenio Pogonocoria
g;tshsoma tubaeformis (Jacq.) Asteraceae Hierba | Anual Tropical Si No Aquenio Barocoria
Eﬁ ‘Igl f:}r: dia urens (Ruiz & Pav.) Boraginaceae | Arbusto | Perenne | Tropical Si No Capsula Esporocoria
gz;sera cuneata (Schitdl.) Burseraceae Arbol Perenne | Tropical No No Drupa Sarcocoria
Echeveria gibbiflora DC. Crassulaceae Hierba | Perenne | Templada No No Foliculo Esporocoria
Senna Sep temtrionalis (Viv.) Fabaceae Arbusto | Perenne | Tropical No No Vaina Barocoria
H.S.Irwin & Barneby
Eysenhardtia polystachya Fabaceae Arbol Perenne | Tropical No No Vaina Pterocoria
(Ortega) Sarg.
Leonotis nepetifolia (L.) R.Br. | Lamiaceae Hierba | Anual Tropical Si Si Esquizocarpo | Barocoria
Salvia tiliifolia Vahl Lamiaceae Hierba | Anual Tropical Si No Esquizocarpo | Esclerocoria
Passiflora subpeltata Ort. Passifloraceae | Hierba | Perenne | Tropical Si No Baya Sarcocoria
Phytolacca icosandra L. Phytolaccaceae | Hierba | Perenne | Tropical Si No Baya Sarcocoria
Penstemon campanulatus . . p .
(Cav.) Willd. Plantaginaceae | Hierba | Perenne | Templada No No Capsula Esclerocoria
Reseda luteola L. Resedaceae Hierba | Anual Templada Si Si Capsula Esclerocoria
Rubus liebmannii Focke. Rosaceae Arbusto | Perenne | Tropical No No Drupilla Sarcocoria
Datura stramonium L. Solanaceae Hierba | Anual Tropical Si No Capsula Barocoria
Nicotiana glauca Graham. Solanaceae Arbusto | Perenne | Tropical Si Si Capsula Esporocoria
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ABSTRACT

e Germination responses of non-dormant seeds to temperature and thermal require-

ments are affected by the geoclimatic origin of the species, along with specific attri-
butes such as life form, life cycle or seed size. We evaluated the relationship of these
attributes and temperature to germination in 18 species that inhabit a convergence
area of two biogeographic realms.

Seeds were sown at different constant temperatures. Base temperature (T},) and ther-
mal time for 50% germination (0r(sg)) were determined. For Ty, 0750y and seed size,
we performed a cluster analysis and then applied a discriminant analysis (DA). DA
was also performed using geoclimatic origin, life form and life cycle as grouping vari-
ables. Seed that did not germinate were transferred to the benefit temperature for ger-
mination. Finally, ethylene was applied to the remaining seeds that did not germinate.
Temperature significantly affected final germination. Ty, varied between 5 and 13 °C in
15 species and 19.0-21.5 °C in the remainder; 059, was 7-30 °Cd in eight species and
50-109 °Cd in the remainder. Cluster analysis showed three groups, and DA evi-
denced the relevance of Ty, and O7(so) for this separation. Differences in life cycle were
related to O7(sg). The geoclimatic origin was not significant. Thermoinhibition or ther-
modormancy were found in some species.

T, overlaps with environmental temperature of the growth season. Thermal traits for
germination mainly reflect the species’ life cycle, which is related to the main differ-
ences in reproductive performance among annuals and perennials. Local adaptation

might mask the effect of geoclimatic origin of a species.

INTRODUCTION

During plant life cycle, seed germination and seedling estab-
lishment are the stages most vulnerable to natural factors.
Specifically, seed germination is a feature subject to natural
selection (Donohue et al. 2010) and is strongly regulated by
physical factors such as temperature, water availability and sur-
rounding gases (Benech-Arnold et al. 2000). It has been sug-
gested that the conditions in which germination occurs may
influence plant adaptation to its environment and even reflect
the geoclimatic origin of the species (Trudgill eral. 2000;
Baskin & Baskin 2014; Durr et al. 2015).

When water availability is not limited, temperature is the
most important factor that affects seed germination (final per-
centage and rate or velocity) and the dynamics of its level of
dormancy (Benech-Arnold ef al. 2000; Fenner & Thompson
2005; Batlla & Benech-Arnold 2015). Non-dormant and
non-deep dormant seeds can germinate in a wide range of tem-
peratures, delimited by base and ceiling temperatures. These
temperatures are the minimum and maximum thresholds

below or above, respectively, which germination does not
occur, and between them, there is a temperature (optimal tem-
perature) at which germination percentage is highest and ger-
mination occurs fastest. These three temperatures (base,
optimal and ceiling) are called cardinal temperatures and have
been suggested to be species-specific (Alvarado & Bradford
2002; Bewley et al. 2013; Batlla & Benech-Arnold 2015; Diirr
et al. 2015). The importance of determining the cardinal tem-
peratures lies in identification of the lowest and the highest
limits of the temperature dimension of the germination niche
recognised by Grubb (1977). After dispersal, germination is the
crucial step in establishment of new individuals in a commu-
nity. Another seed germination feature related to temperature
is the thermal time or ‘heat sum’. Thermal time is the accumu-
lated temperature in a certain time unit necessary to complete
some physiological processes and is expressed in units of degree
days (°Cd) (Trudgill et al. 2005). This feature differs among
the different germinating fractions in a seed population and
allows prediction, at a given temperature in the suboptimal
range, the rate and time at which germination of a given
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fraction of seeds occurs and thus allows modelling of germina-
tion responses under different environmental scenarios
(Garcia-Huidobro et al. 1982a; Steinmaus et al. 2000; Alvarado
& Bradford 2002; Bradford 2002; Trudgill et al. 2005).

Some authors report that temperate plant species have base
temperatures significantly lower than that of tropical plants
and differ in thermal time requirements (Angus et al. 1981;
Dirr et al. 2015). Moreover, a correlation between germination
response and the characteristic temperature of the seed collec-
tion site has been reported in early germination experiments
(Thompson 1968, 1970a,b, 1973a,b) and more recently by Diirr
et al. (2015). Some authors also report a positive relationship
between amplitude of the temperature germination niche and
amplitude of the distributional range of the species (Thompson
et al. 1999; Brindle et al. 2003; Luna et al. 2012), although
other authors have not found such a relationship (Baskin &
Baskin 1988; Thompson & Ceriani 2003).

Due to the importance of cardinal temperatures, several
models have been developed to identify them, based on the
relationship between the rate (as inverse of time, t') of germi-
nation of different seed population fractions and temperature.
Most of these suggest that this relationship, within its subopti-
mal range, is linearly positive and consider the base tempera-
ture as the point on the line of the linear equation that
intercepts the temperature axis. However, in some cases, this
relationship may be not linear (Orozco-Segovia et al. 1996). On
the other hand, thermal time can be calculated from this rela-
tionship as the inverse of the slope of the relationship (Garcia-
Huidobro et al. 1982a). Besides being the basis from which to
calculate thermal time, the base temperature has special ecolog-
ical roles. For example, in summer annuals, the changes in the
base temperature may prevent germination in the unfavourable
times of the year; thus seedling survival is more probable (Ben-
ech-Arnold et al. 2000; Dirr et al. 2015; Galindez et al. 2017).
For this reason, although some authors consider the base tem-
perature a constant for a seed lot (Garcia-Huidobro et al.
1982a), others find that it presents plasticity, depending on the
seed’s surrounding environment (Galindez et al. 2017).

Table 1. List of species studied and their principal features.

The effects of temperature and species attributes on seed germination

Many factors can affect the germination responses to tem-
perature, such as seed size, life cycle and life form, all of which
are related to species’ life history (Donohue et al. 2010; Baskin
& Baskin 2014). For example, annual species allocate a consid-
erable amount of their resources to produce small seeds and
few resources for seed survival; the seeds have high germination
percentages and rates. In contrast, perennial species are herbs,
shrubs or trees that allocate more resources to seed survival
and few to reproductive processes (Silvertown et al. 1993;
Franco & Silvertown 1996). Also, reports suggest that species,
depending on their habitat, have some degree of plasticity in
germination response, which is constrained by their phyloge-
netic history (Donohue et al. 2010).

Our aim was to determine whether the seed germination
response to temperature of species that inhabit an area where
two biogeographic realms converge is related to their geocli-
matic origin or to another plant-specific attribute (e.g. seed size,
plant life cycle or life form). We hypothesise that the germina-
tion response to temperature is mainly determined by seed geo-
climatic origin rather than other specific attributes, such as seed
size, plant life cycle or life form. To test this hypothesis, we
determined the base temperature, thermal time and seed mass
of seeds from 18 species with different geoclimatic origin, plant
life cycle and life form in an area from the Mexican Transition
Zone (MTZ), which is recognised as the boundary of the bio-
geographic realms — Nearctic and Neotropical.

MATERIAL AND METHODS
Species, seed collection and study site

The principal features of the 18 species used in this research are
summarised in Table 1 (Rzedowski & Rzedowski 2005; Cas-
tillo-Argtiero et al. 2009). Mature seeds were collected in the
Reserva Ecoldgica del Pedregal de San Angel (REPSA), located
in the southwestern portion of the Mexico Valley (19°18'21"—
19°20'11" N and 99°10'15"-99°12/04" W; 2292-2365 m a.s.l.).
The REPSA is the northern part of the lava field that resulted

species family life form life cycle geoclimatic origin dispersion of mature seeds
Cosmos bipinnatus Cav. Asteraceae Herb Annual Temperate October 2013
Dahlia coccinea Cav. Asteraceae Herb Perennial Temperate October 2013
Eupatorium petiolare Moc. ex DC. Asteraceae Shrub Perennial Temperate August 2013
Tithonia tubaeformis (Jacq.) Cass Asteraceae Herb Annual Tropical November 2013
Wigandia urens (Ruiz & Pav.) Kunth Boraginaceae Shrub Perennial Tropical May 2014
Bursera cuneata (Schltdl.) Eng Burseraceae Tree Perennial Tropical November 2013
Echeveria gibbiflora DC. Crassulaceae Rosette herb Perennial Temperate February 2014
Senna septemtrionalis (Viv.) H.S.Irwin & Barneby Fabaceae Shrub Perennial Tropical January 2014
Eysenhardtia polystachya (Ortega) Sarg. Fabaceae Tree Perennial Tropical January 2014
Leonotis nepetifolia (L.) R.Br. Lamiaceae Herb Annual Tropical May 2013

Salvia tiliifolia Vahl. Lamiaceae Herb Annual Tropical October 2013
Passiflora subpeltata Ort. Passifloraceae Climber herb Perennial Tropical May 2013
Phytolacca icosandra L. Phytolaccaceae Herb Perennial Tropical May 2013
Penstemon campanulatus (Cav.) Willd. Plantaginaceae Herb Perennial Temperate December 2013
Reseda luteola L. Resedaceae Herb Annual Temperate June 2013
Rubus liebmannii Focke. Rosaceae Shrub Perennial Tropical August 2013
Datura stramonium L. Solanaceae Herb Annual Tropical May 2013
Nicotiana glauca Graham. Solanaceae Shrub Perennial Tropical September 2013
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from eruption of the Xitle volcano, which occurred in
1670, £ 35 years (Siebe 2009). For this reason, the vegetation
type in this zone is a xerophilous shrubland, growing on scarce
organic soil, 0-30-cm deep, and the climate is temperate for
the elevation. Annual precipitation is 870 mm, and mean
annual temperature is 15.5 °C, with 29.5 °C as the average
maximum. The rainy season is between late May and mid-
October, while the remaining months are characterised by
droughts (Castillo-Argiiero et al. 2004; Vivar-Evans et al.
2006). The REPSA is on the Trans-Mexican Volcanic Belt,
which is a province of the MTZ. Biogeographically, the MTZ is
a complex region where the Nearctic and Neotropical biota
overlap their distributional ranges and, consequently, many
sites of this area, such as the REPSA, have endemic species and
share elements of both biogeographic realms (Marshall & Lieb-
herr 2000; Espinosa-Organista et al. 2008; Morrone 2010).

Mature seeds were collected directly from different plants.
The dates of seed collection were dependent on the time of seed
production and dispersion; however, mature seeds were col-
lected between May 2013 and May 2014 (Table 1). Likewise,
depending on plant abundance, number of plants used for seed
collection differed. In general, for trees we used seven to 15
individual plants, ten to 25 for shrubs and 20 to 50 for herbs.
Due to plant composition of the REPSA, we have an unbal-
anced number of species in the different levels of each attribute
studied (i.e. geoclimatic origin, plant life cycle and life form).
Nevertheless, the number of species in each category is repre-
sentative of the composition of REPSA vegetation, which con-
tains 377 species of which 31% are annuals and 69% are
perennials; 2.65% are trees, 14.85% are shrubs and 82.50% are
herbs; and 70% are tropical and 17% are temperate (Castillo-
Argtiero et al. 2009).

Immediately after the collection, 30 seeds of each species
were weighed individually on an analytical balance (Brainweigh
B 300D; OHAUS, Parsippany, NJ, USA; & 0.007 0.001 g '). In
the case of species with very small seeds (<1.5 mg), 30 groups
of five, ten or 20 seeds were weighed, and the weight per seed
determined by dividing each weight among the number of
seeds per group; these weights were obtained on a microbal-
ance (XP6; Mettler Toledo, Greifensee, Switzerland; + 1 pg).
Fresh weight was used as the indicator of seed size.

Germination procedures and estimation of base temperature
(Ty) and thermal time (07(sq))

Immediately after seed collection, 30 viable seeds of each spe-
cies were sown on agar plates (1% in distilled water) in Petri
dishes and kept at three constant temperatures in the germina-
tion chambers (20, 25 and 30 °C; 455; Lab-Line Instruments,
Melrose Park, IL, USA) and a 12 h/12 h light/dark cycle (light
was provided with fluorescent cool white light, Sylvania 20 W;
Sylvania, Wilmington, MA, USA). We used three Petri dishes
for each temperature. This procedure was used only to identify
whether the seeds were dormant at dispersal time or require
special treatments to stimulate germination, such as scarifica-
tion or stratification, among others. The special requirements
for seed germination are presented in Table S1. For big seeds
(>1.5mg), a floatation test was performed and considered
viable seeds those that sank. For small seeds (<1.5 mg), visual
inspection with a stereomicroscope (Olympus SZ60; Olympus,
Tokyo, Japan) was performed, and seeds considered viable
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were without apparent physical damage to the coat. In all cases,
seed viability was > 80%.

Experiment 1

When the special requirements for germination were met, 30
viable seeds per species were sown on agar plates in Petri dishes
(five replicates for species and temperature) and incubated at
six different temperatures in germination chambers: 10, 15, 20,
25, 30 and 35 °C, with ah 12 /12 h light/dark photoperiod. The
accumulated germination (radicle protrusion) was recorded
every third day until maximum germination was observed
(100% germination or after 5 days with no further germina-
tion); germination percentages were calculated based on num-
ber of seeds sown in each Petri dish. In order to allow
comparison among species with different maximum germina-
tion percentage, all germination percentages were scaled, based
on the maximum germination percentage observed for each
species in any replicate (considered 100% germination). The
scaled percentages of accumulated germination over time were
fitted to the best model found, an exponential sigmoid curve
(Orozco-Segovia et al. 1996), as:

a

= 1
o (1)

y

where a represents maximum germination; b is slope, and c is a
curve form coefficient and e is the base of natural logarithms
(approximately 2.71828). This model was used to determine
the theoretical days to achieve 50% germination at each tem-
perature, and its inverse (') was used as a measure of germi-
nation rate (GR(sp)). To avoid under- or overestimation of the
base temperature (T},) and thermal time (07) and a lack of bio-
logical meaning, we calculated those using linear or non-linear
models, according to the model that best fitted the data, with a
relatively high R* and low P-value. The use of these different
models is described in the literature (Garcia-Huidobro et al.
1982a; Orozco-Segovia et al. 1996; Andreucci et al. 2016). The
GR(s0) as a function of temperature was fitted to one of the fol-
lowing models, using Table Curve 2D, version 5.01 (Systat
Software, San Jose, CA, USA):

y=e i) 2)

2 2
(e )

y=a+bx (5)

The models correspond to Gaussian, log normal, log normal
4-parameter (curve peak models) and linear simple, respec-
tively (equations 8030, 8032, 8174 and 1, respectively, in Table-
Curve 2D). Ty, in the suboptimal range, was calculated as the
point where the tangent, at the first maximum derivative,
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intercepts the temperature axis; thermal time to achieve 50%
germination (0r(sp)) was obtained as the inverse of this first
maximum derivative (Orozco-Segovia et al. 1996).

Experiment 2

The non-germinated seeds, from all temperature treatments,
were visually inspected for rot with a stereomicroscope (Olym-
pus SZ60). Non-rotted seeds were considered potentially
viable. To identify thermoinhibition (sensu Hills & van Staden
2003), non-rotted seeds were transferred to the temperature at
which the highest germination percentage was observed. We
named this temperature as the benefit temperature. Germina-
tion was recorded after 15 days and was not used to estimate
Tb or OT(SO).

Experiment 3

To assess if the non-rotted seeds that did not germinate in some
temperatures were thermodormant (Hills & van Staden 2003),
we treated the seeds with 0.01 M ethylene (Ethrel 240, Bayer),
based on Corbineau eral. (2014). This germination was
recorded after 15 days and was not used to estimate Ty, or O7(s0).

Data analysis

Experiment 1

The final germination percentages were arcsine-transformed
(Zar 2010) and analysed with one-way AnNova when the
assumptions of normality and homoscedasticity were met.
These assumptions were evaluated using Shapiro-Wilk and
Levene tests. When significant effects were detected, mean
comparisons were performed with the Tukey test. Where
assumptions were not met, the Kruskal-Wallis test was per-
formed, and multiple comparisons of the mean ranks were
made, when significant effects were detected. Analyses were
performed individually for each species with Statistica 10 (Stat-
Soft, Tulsa, OK, USA) software.

A cluster analysis was performed to identify discrete groups
of species, based on their seed size, T}, and O1(sp); we used the
standard scores of the variables, Euclidean distance and Ward’s
agglomeration method. This analysis was performed using R
(R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria).
Also, the correlation between seed size, T}, and 07 (so) was evalu-
ated. A discriminant analysis (DA) was performed to identify
to what extent the variables used in the cluster can explain the
groups that were formed, and canonical analysis (CA) was per-
formed to identify the discriminant functions (roots) and their
contribution to overall discriminant power. The same proce-
dures were done using the geoclimatic origin of species (tropi-
cal or temperate), plant life cycle (annual or perennial) or life
form (herb, shrub or tree) as the grouping variable. The DA
was performed with Statistica 10 (StatSoft) software.

Experiment 2

The germination percentages after 15 days of sowing in benefit
temperature were arcsine-transformed (Zar 2010). A t-test was
performed to evaluate if the increment in germination was sig-
nificant after the period of exposure to benefit temperature.
The same procedure was done in Experiment 3 to evaluate the
increment in germination when seeds were exposed to 0.01 M
ethylene. These analyses were performed for each species with
Statistica 10 (StatSoft) software.
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RESULTS
Experiment 1

In most of the species studied, germination percentage differed
significantly between temperatures (P <0.05), except in
Wigandia urens and Nicotiana glauca. Only in one species, was
maximum germination percentage at a single temperature
(Passiflora subpeltata, 30 °C), and in the other species, the
interval for maximum germination was 20 or 25 °C (white por-
tion of bars in Fig. 1). On the other hand, fresh seed weight
showed great heterogeneity, ranging from 0.0152 mg in Eupa-
torium petiolare to 60.58 mg in Bursera cuneata (Table 2).

In 14 species GRsp) as a function of temperature was fitted
to a Gaussian model, two species to log normal 4-parameter,
one to log normal and one to simple linear (Table 2). The fits
had R* values > 0.86 and P-values < 0.05 (Fig. 2). Ty, was
between 5 and 13 °C in most cases, except in the tropical
herbaceous species P. subpeltata, Datura stramonium and
Leonotis nepetifolia, in which T, was relatively high (Table 2).
Ty, was between 7.35 and 11.35 °C for all temperate species,
and two tropical species (Tithonia tubaeformis and Ru. lieb-
manii) had Ty, below the lowest T}, found in the temperate spe-
cies (Table 2). 65y was < 40 °Cd in eight species, of which all
are herbs except Eysenhardtia polystachya, which is a tree. The
remaining species had values of 07(so) > 50 °Cd but < 110 °Cd
(Table 2). The correlation between Ty, and O7(sqy (r; = —0.352,
P =0.1524), seed size and Ty, (r,= 0.203, P = 0.4168) and seed
size and Or(sg) (15 = 0.075, P = 0.7671) were not significant.

The cluster analysis showed three groups of species (Fig. 3).
One of these groups (group B) had three tropical herb species,
whose T, was > 19 °C (P. subpeltata, Da. stramonium and
L. nepetifolia). The other two groups had Tj, < 13 °C — the first
(A) had 6750y > 50 °Cd, and the last (C) had 0rsq) < 30 °Cd.
Group A includes nine perennial species. Group C includes the
remaining four annual species and two perennials (D. coccinea
and Ey. polystachya).

The discrimination among the three groups was significant
(Wilks’ Lambda = 0.045, F(4 26y = 16.051, P < 0.001). The inde-
pendent contributions to discrimination for each variable were
significant for T, (Wilks' Lambda = 0.202, F(;,3) = 22.544,
P <0.001) and 075y (Wilks' Lambda = 0.188, F 5 13, = 20.557,
P<0.001), while seed size was not significant (Wilks'
Lambda = 0.056, F(5,5) = 1.609, P =0.238). The three groups
differ significantly (P <0.001), and the posterior probabilities
showed that each species had a greater probability of belonging
to the group indicated by the cluster. In this case, the two dis-
criminant functions (roots) were significant (Root 1, Eigen-
value = 4.890, Wilks’ Lambda = 0.045, XZ =43.355, df=6,
P <0.001; Root 2, Eigenvalue = 2.757, Wilks' Lambda = 0.266,
x* =18.529, df = 2, P < 0.001). The first root explains 63.95%
of the variation, and the remaining variation is explained by
the second root. The scatterplot of the canonical scores for the
two roots confirmed the three groups obtained from the clus-
ter. The first root mostly discriminates groups A and B, and
group C was the intermediate between these; the second root
discriminates C from the groups A and B. Both roots had
weights that were heavier for 07(sq) and Ty, (Fig. 4).

The DA was not significant when the grouping variable was
the geoclimatic origin of a species (Wilks’ Lambda = 0.817,
F3,14) = 1.042, P = 0.404). When the grouping variable was life
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Fig. 1. Seed germination percentages of the 18 species studied (mean =+ SE). White portion of the bars represents the germination percentage of seeds
incubated at the different temperatures. Only this germination was used to estimate T, and 6750 The light grey portion is the germination of non-germinated
seeds after 15 days of exposure to the benefit temperature (represented with *). Dark grey portion is the germination of non-germinated seeds at the benefit
temperature exposed to 0.01 M ethylene. Different letters represent significant differences between treatments only for final germination at each temperature.
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Table 2. Seed fresh weight (as indicator of seed size), Ty and 0750, obtained
for each species. Also shown is model number to which the GRs) was fitted
as a function of temperature (see Material and Methods section).

seed fresh fitted
species weight (mg) Ty (°C) O7(50) (°Cd) model
C. bipinnatus 6.02 11.35 19.68 3
D. coccinea 7.66 8.23 28.22 2
E. petiolare 0.0152 11.03 51.08 4
T. tubaeformis 10.18 7.17 27.27 5
W. urens 0.0244 8.50 68.75 2
B. cuneata 60.58 12.48 105.12 2
Ec. gibbiflora 0.0238 7.35 62.09 2
S. septemtrionalis 27.78 8.00 96.91 2
Ey. polystachya 4.49 12.93 13.89 2
L. nepetifolia 2.37 21.49 7.80 2
Sa. tiliifolia 0.38 11.69 20.24 2
P. subpeltata 12.52 19.83 52.27 2
Ph. icosandra 5.17 12.60 88.38 2
Pe. campanulatus 0.59 10.65 108.31 2
R. luteola 0.17 7.37 28.12 2
Ru. liebmannii 3.98 5.41 84.12 2
Da. stramonium 6.62 21.33 22.18 2
N. glauca 0.0369 9.82 60.68 4
form, the DA was significant (Wilks’ Lambda = 0.485,

F428)=3.053, P=0.033), and only seed size was significant
(Wilks' Lambda = 0.829, F(3,14) = 4.979, P =0.023). In respect
to seed size, the group of herbs and shrubs did not show signif-
icant differences among them (P =0.231), while these two
groups differed from trees (P =0.035 and P = 0.026, respec-
tively), and CA was not performed. Finally, when the grouping
variable was the plant life cycle, DA was significant (Wilks’
Lambda = 0.511, F5 ;4) = 4.481, P=0.021), and Or(sp) was the
only variable that showed a significant contribution to discrim-
ination (Wilks’ Lambda = 0.875, F(;,14) =10.019, P =0.007).
The group of annuals and perennials showed significant differ-
ences (P =0.021), and most of the perennial species had 00,
> 50 °Cd. Accordingly, the posterior probabilities showed that
D. coccinea and Ey. polystachya, both perennial species, had
higher probability of belonging to the annuals group (probabil-
ities of 0.646 and 0.859, respectively). The only root generated
was significant (Eigenvalue =0.961, Wilks' Lambda = 0.511,
Xz =9.759, df =3, P=0.021). When seed size was compared
between annuals and perennials, no significant differences were
detected (U = 38, P =0.8916).

Experiments 2 and 3

The non-germinated seeds did not rot and were transferred to
benefit temperature. Depending on the species, the benefit
temperatures included 15, 20, 25, 30 and 35 °C (marked with
an asterisk in Fig. 1). A lower benefit temperature was observed
for R. luteola, and a higher benefit temperature was observed
for S. septemptrionalis. In most cases, the increment in germi-
nation was significant (P < 0.05; light grey portion of bars in
Fig. 1, Table S2), and only for E. petiolare, Ey. polystachya,
Pe. campanulatus and N. glauca did the percentage germination
at the end of the observation period not show significant differ-
ences among temperatures (P < 0.05; Fig. 1, Table S3). Finally,
only eight species responded to the ethylene treatment, and in
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three of them the increment in germination was significant
(P <0.05; dark grey portion of bars in Fig. 1, Table S2). At the
end of all these procedures, the final accumulated percentages
germination did not differ significantly in Ec. gibbiflora and
Ph. icosandra (P < 0.05; Fig. 1, Table S3).

DISCUSSION

Most of the studied species germinated at high rates and per-
centages in a wide temperature range, which reflect their distri-
bution inside and outside of the heterogeneous environment of
the lava field in the Mexico Valley (Rzedowski & Rzedowski
2005; Vivar-Evans et al. 2006; Castillo-Argtiero et al. 2009).
This pattern of germination indicated the adequate use of non-
dormant and non-deep dormant seed in our research because
primary dormancy did not mask the germination results in the
gradient. Additionally, the presence of primary dormancy can
result in a skewed view of high germination at the lowest tem-
peratures (Vleeshouwers et al. 1995; Benech-Arnold et al. 2000;
Baskin & Baskin 2014). The benefit temperatures (20 or 25 °C)
and the calculated T, (between 5 and 13 °C) for most of the
species are consistent with the environmental temperatures in
the REPSA during the rainy season (17.6 £ 3.9 °C; 7 and
26 °C, minimum and maximum, respectively; Vivar-Evans
et al. 2006), which coincide with the growth season for most of
the plant species in this area. These responses to temperature
indicate that germination mainly occurs at the favourable time
of year, allowing high probabilities of growth and survival of
the subsequent life stages, as reported for different species in
many habitats (Donohue et al. 2010). Some of the species stud-
ied have high germination percentages under laboratory condi-
tions; nevertheless, their abundance in the REPSA is low, for
example, S. septemtrionalis or Ru. liebmanii (Castillo-Argiiero
et al. 2009). These species needed scarification (with boiling
water or sulphuric acid) treatments to germinate due to their
hard and impermeable seed coats, which impede germination.
However, other species with physical dormant seeds, such as
Dodonaea viscosa, are abundant in the REPSA (Benitez-
Rodriguez et al. 2014), and their low abundance is probably
due to other environmental conditions, such as the lava field
heterogeneous soil aridity distribution or the occurrence of
fires in the REPSA.

In most of the studied species, germination did not occur at
35 °C or only occurred at low percentages. When the seeds
were transferred to benefit temperature, germination occurred
or increased significantly, indicating that germination was only
inhibited by temperature (thermoinhibition; Hills & van
Staden 2003; Diirr et al. 2015). In the lava fields, high tempera-
tures are not maintained for many hours in the soil (Mendoza-
Hernandez et al. 2014). Some species did not improve their
germination percentages even in the presence of the benefit
temperature, probably because these seeds had entered sec-
ondary dormancy (thermodormancy; Hills & van Staden
2003). Some researchers have reported that dormant seeds can
germinate in the presence of exogenous ethylene (Corbineau
et al. 2014). Increased germination in the presence of ethylene
was only significant in the annual herb C. bipinnatus and the
perennial shrub S. septemtrionalis. In the field, when dormancy
levels are low and environmental factors, such as temperature,
water availability or light, are unfavourable for germination,
seeds commonly re-enter the dormant state (secondary
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Fig. 2. Relationship between GRsq) (day ') and temperature in the 18 species studied. Dashed line represents the fit to models 2, 3, 4 or 5 (see Table 2), all of
which were significant (P < 0.05). Solid line represents the tangent of the first maximum derivative of the models above; Ty, was estimated as its interception
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Fig. 3. Dendrogram of the cluster that shows the tree groups, designated
with different letters (A, B and C). The species are indicated with the first
letter of the genus and the three first letters of its specific epithet.
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Fig. 4. Scatterplot of the canonical scores obtained from the discriminant
analysis (DA) using the three groups shown in the dendrogram of Fig. 3.

dormancy) and form a seed bank, thus preventing seedling
mortality and local extinction (Vleeshouwers et al. 1995; Ben-
ech-Arnold et al. 2000; Batlla & Benech-Arnold 2010). Perhaps
the studied species with secondary dormancy used this strategy.
Another possibility is that species, in stochastic environments,
delayed their germination as a mechanism for preserving local
populations (Adondakis & Venable 2004; Gremer & Venable
2014). These strategies have been reported in desert annuals,
and the same probably occurred in the species present in our
study site, as the non-germinated seeds did not rot, and the
xerophilous shrubland of the REPSA has high environmental
heterogeneity, even during the rainy season (Castillo-Argiiero
et al. 2004). Nevertheless, both strategies need to be evaluated
in further studies in the field.

The studied species with relatively high T\, (P. subpeltata,
Da. stramonium and L. nepetifolia) were grouped together, and
this might be related to their tropical origin and main distribu-
tion in sites with high temperatures (Rzedowski & Rzedowski
2005; Castillo-Argliero et al. 2009). This feature has been
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reported previously for tropical species (Dtirr et al. 2015). It is
likely that germination in those three species occurs at temper-
atures higher than 35 °C, as germination at the highest temper-
ature tested (35 °C) had a high rate and percentage.

The species with low T;, (5-13 °C) were divided into two
groups, and the differences between them were given by their 6
(s0)- This grouping was related to the species’ life cycle. The
effect of life cycle on germination rate has been reported in a
variety of environments; e.g. in the Tibetan Plateau seeds of
annual species germinate faster than those of perennials (Xu
et al. 2014). Annual species had 6750y below 30 °Cd and reflect
that germination occurs at a high rate in any of their suboptimal
temperatures. Due to their nature, it is likely that the annual
plants had high germination rates because they need to com-
plete their life cycle (germination, growth and reproduction)
before the end of the favourable growth season, avoiding dam-
age or mortality during unfavourable times of the year (Benech-
Arnold et al. 2000). Two perennial species had 07 (s related to
those of annual species (Ey. polystachya and D. coccinea). In the
case of the perennial tree Ey. polystachya, germination was
enhanced when we removed the indehiscent fruit cover, and
some authors have reported the presence of a possible germina-
tion inhibitor in this structure (Gonzilez & Camacho 2000).
The other perennial species, the herbaceous D. coccinea, must
complete time growth and formation of the tuberous root (its
perennial and storage structure) in a relatively short time per-
iod, as reported for Dahlia cultivars (Legnani & Miller 2001).
Tuberous roots have to grow to a considerable size and accu-
mulate a store of reserve carbohydrates (e.g.inulin and other
fructans) in short time periods to support shoot growth in the
next growing season (Legnani & Miller 2001).

The remaining nine perennial species had 67(s) between
50 °Cd and 109 °Cd, indicating a low germination rate at sub-
optimal temperatures. Contrary to the annual species, peren-
nial species may delay sexual reproduction for several years.
The perennials only need to germinate and produce a perennial
structure during the growth season, and these structures can be
quiescent in the unfavourable season of the year. The differ-
ences in seed germination patterns between annual and peren-
nial plants could reflect differences in life histories patterns, as
annual species allocate more resources to fecundity and growth
while perennial species allocate resources to survival (Silver-
town et al. 1993; Franco & Silvertown 1996).

When the grouping variable was life form, seed size had a
significant effect on the discrimination among groups. Some
reports indicate that seed size has a significant effect on seed
germination parameters, such as percentage (Wang et al. 2009,
2016), base water potential (\s,; Arene et al. 2017) and/or seed-
ling performance (Gross 1984). Our results show that only the
trees, with respect to herbs and shrubs, differ significantly.
Nevertheless, we consider this result spurious because only one
of the two trees evaluated in this research had the heaviest
seeds, and calculation of posterior probabilities showed that
most of the remaining species could not be separated by life
form using seed size. Also, seed size varied, both intra- and
interspecifically, and thus is a trait that is affected by features
such as embryo and endosperm size and position, reserve com-
position and thickness of surrounding structures, among other
factors (Boesewinkel & Bouman 1984).

Finally, when the grouping variable was geoclimatic origin of
the species (temperate and tropical), DA was not significant, in
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spite of evidence on the relationship between geoclimatic ori-
gin of the species and T}, and O7(sg) (Diirr et al. 2015). Also, the
correlation between Ty, and Or(so) was not significant, contrary
to the negative correlation reported by Diirr et al. (2015) in
many plant guilds. The study site is in the MTZ, where the
flora of Nearctic and Neotropical biogeographic realms is
shared. Contrary to our main hypothesis, the non-significant
relationship indicates that it is likely that the species have
already adapted to environmental conditions present in the
REPSA, independent of species geoclimatic origin. Perhaps
either the DA or correlation would have been significant if the
microsite conditions during seed development for each species
or individual present in an environmental gradient (e.g. tem-
perature gradient) were considered. Thompson (1973a,b)
found a relationship between temperature requirements of
Caryophyllaceae and European climatic regions, which might
be considered geoclimatic regions at a smaller scale than bio-
geographic realms. The role of local adaptation of populations
that inhabit an environmental gradient has been confirmed
through intraspecific variation in germination traits (Cochrane
et al. 2015; Chamorro et al. 2017; Finch et al. 2018), where this
can mask the geoclimatic origin of the species.

The existing literature reports that some species have high
germination percentages or rates under fluctuating tempera-
tures compared to constant ones (Baskin & Baskin 2014). In
fact, temperature is not constant in natural habitats, even dur-
ing the rainy season. Nevertheless, a general method for the
estimation of Ty, or 07 using fluctuating temperatures does not
exist. Some attempts have been made to estimate them using
the relationship among GR(s¢y and the arithmetic or weighted
mean of the maximum and minimum temperatures involved
in the fluctuation (Garcia-Huidobro et al. 1982b; Rosbakh &
Poschlod 2015; Masin et al. 2017). Masin et al. (2017) report
that there are no physiological reasons for the use of mean tem-
perature, and in fact, the physiological effect of fluctuating
temperature in germination is poorly understood, despite fluc-
tuating temperatures acting as an environmental signal for ger-
mination when non-dormant seeds detect a canopy gap or
nearness to the soil surface (Fenner & Thompson 2005).

In natural groups, it is possible that physiological responses,
such as germination, are similar among species, as they share
the same phylogenetic history, independent of the environment
(Donohue efal. 2010; Baskin & Baskin 2014; Wang et al.
2016). The DA showed species grouped for their similar germi-
nation traits (T}, and 07); nevertheless, some species in the
same group belong to the same subfamily, specifically C. bipin-
natus, D. coccinea and T. tubaeformis (Asteroideae) in group C,
and it is likely that this was due to their phylogenetic relation-
ship. In the literature, reports on phylogenetic relationships
with germination features are not consistent. For example,
Fang et al. (2017) did not find an effect on the final germina-
tion percentage in 12 Caragana species; in this case, the differ-
ences were related to the species’ environment. Aréne ef al.
(2017) found that T, had a strong phylogenetic signal in 240
species belonging to 49 families. On the other hand, Rosbakh
& Poschlod (2015) found that the initial temperature of seed
germination does not show a phylogenetic signal, and this rela-
tionship is only significant when the species are grouped at the
family level. With regard to dormancy and germination beha-
viour, Carta et al. (2016) reported that those traits were similar
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in Mediterranean Romulea species, and the differences among
them were due to some degree of local adaptation to specific
environmental constraints to their phylogenetic history. It is
possible that this pattern occurs in the species of Asteroideae
studied; nevertheless, broader research with more related spe-
cies is needed to determine whether germination traits, such as
Ty, or Op, are similar due to either lineage-specific effects or
local adaptation.

The characterisation of seed germination response to
different environmental factors is essential to understand the
presence and abundance of plant species in a community
(Jiménez-Alfaro et al. 2016; Wang et al. 2016). The germina-
tion responses to temperature and the determination of T}, and
Or(s0) reflect the climate conditions required for germination,
which impact plant performance in subsequent life stages. The
results reported in this research suggest that the strategies for
germination in response to temperature are mainly related to
life cycle, which is one of multiple components of the germina-
tion niche (Grubb 1977). Also, our results may be useful to
understand the actual presence of species and predict their
future presence in different environments.

ACKNOWLEDGEMENTS

Thanks to the Secretaria Ejecutiva de la Reserva Ecoldgica del
Pedregal de San Angel (SEREPSA) for permission and facilities
for work in this area (project number: 356); Maria Esther
Sanchez Coronado for technical support; Alejandro Zavala-
Hurtado for his contribution to data analysis. We are grateful
to the editors and anonymous reviewers for valuable comments
that helped to improve this study. This work represents a
partial fulfilment of the requirements for Jorge A. Martinez-
Villegas to obtain the degree of Doctor en Ciencias in the
Posgrado en Ciencias Bioldgicas, Universidad Nacional
Auténoma de México, UNAM. Jorge A. Martinez-Villegas was
supported during his studies by a fellowship from the Consejo
Nacional de Ciencia y Tecnologia (245529, CONACyT,
México). This research was supported by the grants PAPIIT,
UNAM (IN 205715) and CONACYT (221015). We also thank
Alejandro René Gonzalez Ponce and José Miguel Baltazar Gal-
vez for technical support.

SUPPORTING INFORMATION

Additional supporting information may be found online in the
Supporting Information section at the end of the article.

Table S1. Special requirements for seed germination in the
18 species studied.

Table S2. P-values used to evaluate whether the increment
in germination was significant after the period of exposure to
the benefit temperature (7. ben) and after exposure to 0.01 M
ethylene at the benefit temperature. Dotted line represents no
increment following the treatment.

Table S3. Results of analysis to evaluate the final percentages
of germination after the period of exposure to the benefit tem-
perature (T. ben) and after exposure to 0.01 M ethylene at the
benefit temperature. Different letters show significant differ-
ences among temperatures, n.s. denotes no significant differ-
ences. Dotted line represents no increment following the
treatment.
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Table S1. Special requirements for seed germination in the 18 species studied.

Species Requirement to germinate
C. bipinnatus None, sown immediately after collection
_ Eight months of dry storage at room temperature (25
D. coccinea ] ]
°C, 20% RH), sown after this storage period
E. petiolare None, sown immediately after collection

T. tubaeformis

W. urens

B. cuneata

Ec. gibbiflora

S. septemtrionalis
Ey. polystachya

L. nepetifolia

Sa. tiliifolia

P. subpeltata
Ph. icosandra

Pe. campanulatus

R. luteola

Ru. liebmannii

Da. stramonium

N. glauca

None, sown immediately after collection

None, sown immediately after collection

Pseudoaril removal, sown immediately after
collection

None, sown immediately after collection

Immersion in water at 80 °C until room temperature
(25 °C), sown immediately after collection

Seed coat removal, sown immediately after collection
Incubation in constant darkness, sown immediately
after collection

Four weeks of dry storage at 4 °C, sown after this
storage period

None, sown immediately after collection

None, sown immediately after collection

None, sown immediately after collection

Eight weeks of wet stratification at 4 °C, sown after
this storage period

90 minutes of scarification in H,SO4, sown
immediately after collection

None, sown immediately after collection

None, sown immediately after collection
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Table S2. P values for the test performed to evaluate if the increment in germination was
significant after the period of exposition to benefit temperature (T. ben) and after the period

of exposition to ethylene 0.01 M at the benefit temperature (Ethylene). Dotted line
represents no increment at the treatment.

. Temperature
Species  Tredment —5ec 15°c  20°C 25°C___30°C___ 35°C
C. bipinnatus T. ben <0.001 0.147 0.676 0.002 <0.001
-OIP Ethylene = - 0.677 <0001 <0.001
. T.ben  0.029 0676  0.004
D. coccinea
Ethylene
. T. ben <0.001 0.001 0.347 0.021 0.012 <0.001
E. petiolare
Ethylene
. T.ben  <0.001
T. tubaeformis Ethy| ene 0.089 — — — — —
W. urens Ethy| ene — — — — — —
T.ben  <0.001 0.676 <0001 <0.001
B. cuneata
Ethylene
Ec. gibbiflora T. ben 0.002 - - --- 0.027 <0.001
-9 Ethylene  0.083 0144 0347
S septerrtrionalis T. ben <0.001 0.027 0.007 0.001 0.047 <0.001
0 Ethylene  0.047 0075  0.032
Ev. polvaachva _T-PeN <0.001 0.078  <0.001
Y- POy Y Ethylene
I T. ben 0.347 0.677
L. nepetifolia Ethylene
. T.ben <0001  0.670 0348  0.026
Sa. tiliifolia
Ethylene
P. subpdtata T. ben <0.001 <0001 <0.001 <0.001 0.087 0.346
- SUop Ethylene = - 0674 0677 0.344
Ph. icosandra T. ben <0.001 <0.001 <0.001 0.073 <0.001 <0.001
' Ethylene 0.008 --- --- 0.348 0.347 0.677
T. ben <0.001 0.024 0.677 0.676 0.347 <0.001
Pe. campanulatus
Ethylene
R luteola T. ben 0.347 0.347 0.348 0.019 <0.001 <0.001
) Ethylene --- --- --- 0.348 0.347 0.676
. .. T. ben 0.035 0.097 --- 0.346 0.001 <0.001
Ru. liebmanii
Ethylene
Da. stramonium T. ben 0.093 0.022 0.144 0.676
' Ethylene 0.674 0.344 0.645
T. ben 0.037 0.348 0.675 --- 0.344 0.374
N. glauca
Ethylene
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Table S3. Results of the analysis performed to evaluate the final percentages of

germination after the period of exposition to benefit temperature (T. ben) and after the

period of exposition to ethylene 0.01 M at the benefit temperature. Different letters show

significant differences among temperatures, and n.s. denotes no significant differences.
Dotted line represents no increment at the treatment.

. Temperature
Species Treatment P value 10°C 15°C  20°C _ 25°C _30°C __35°C
C. bipinnatus T. ben < 0.001 a a a a b b
Ethylene <0.001 a a a a b b
. T. ben <0.001 a a a a a b
D. coccinea
Ethylene
E. petiolare T. ben 0.178 n.s n.s n.s n.s n.s n.s
Ethylene
. T. ben 0.013 b a a a a a
T. tubaeformis Ethylene 0.012 b a a a a a
T. ben
W. urens Ethylene
T. ben 0.009 b a a a b b
B. cuneata
Ethylene
Ec. gibbiflora T. ben 0.006 ab a ab ab ab b
Ethylene 0.371 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
. . T. ben 0.008 ab b ab ab ab a
S septemtrionalis Ethylene <0.001 a b ab a a a
Ey. polystachya T. ben 0.636 n.s n.s n.s n.s n.s n.s
Ethylene
L. nepetifolia T. ben < 0.001 e e d ab a bc
Ethylene
S tiliifolia T. ben 0.022 b a ab ab ab ab
Ethylene
T. ben 0.006 ab ab b a a ab
P. subpeltata Ethylene 0.009 ab ab b a a ab
Ph. icosandra T. ben 0.013 b a a a ab a
) Ethylene 0.688 n.s n.s n.s n.s n.s n.s
T. ben 0.990 n.s n.s n.s n.s n.s n.s
Pe. campanul atus
Ethylene
R luteola T. ben 0.015 ab a ab b ab ab
' Ethylene 0.013 ab a ab b ab ab
. . T. ben <0.001 ab ab a a ab b
Ru. liebmanii
Ethylene
Da. stramonium T. ben < 0.001 c bc b a a a
' Ethylene <0.001 c bc ab a a a
N. glauca T. ben 0.690 n.s n.s n.s n.s n.s n.s
’ Ethylene
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The species’ germination response evolves based on its population
environment; therefore, the responses of each local population evolves
independently. We investigated two xeric species from Central Mexico,
Echeveria gibbiflora and Penstemon campanulatus, the populations of
which inhabit two environments (Reserva Ecoldgica del Pedregal de San
Angel [REPSA] and Parque Ecoldgico de la Ciudad de México [PECM])
that differ in elevation, precipitation and temperature. For both species
and populations, the cardinal temperatures, thermal time and
temperature range for germination were determined in seeds (a)
collected recently, (b) stored in a laboratory for two months and (c)
reciprocally buried in field conditions for two months. The results
demonstrated that for both the species, seed provenance, laboratory
storage and temperature were significant for final germination. These
responses indicated differences in germination based primarily on the
site in P. campanulatus (PECM seeds germinated at higher percentages
than REPSA seeds) and the burial site in the REPSA seeds of E.
gibbiflora. Cluster and discriminant analyses were conducted for both the
species, identifying the following significant variables for group
treatments: base temperature between the stored and buried seeds of E.
gibbiflora and the ceiling temperature between the recently collected,
stored and buried seeds of P. campanulatus. The results suggest that
instead of seed provenance, burial narrowed the temperature range for
E. gibbiflora, while laboratory-storage time and burial widened it for P.
campanulatus. These responses are related to the dormant stage of the
seeds and, hence, reflect the conditions of the regeneration niche of the
species.
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Abstract

The species’ germination response evolves based on its population environment; therefore, the
responses of each local population evolves independently. We investigated two xeric species from
Central Mexico, Echeveria gibbiflora and Penstemon campanulatus, the populations of which
inhabit two environments ( Reserva Ecolégica del Pedregal de San Angel [REPSA] and Parque
Ecologico de la Ciudad de México [PECM]) that differ in elevation, precipitation and temperature.
For both species and populations, the cardinal temperatures, thermal time and temperature range for
germination were determined in seeds (a) collected recently, (b) stored in a laboratory for two
months and (c) reciprocally buried in field conditions for two months. The results demonstrated that
for both the species, seed provenance, laboratory storage and temperature were significant for final
germination. These responses indicated differences in germination based primarily on the site in P.
campanulatus (PECM seeds germinated at higher percentages than REPSA seeds) and the burial
site in the REPSA seeds of E. gibbiflora. Cluster and discriminant analyses were conducted for both
the species, identifying the following significant variables for group treatments: base temperature
between the stored and buried seeds of E. gibbiflora and the ceiling temperature between the
recently collected, stored and buried seeds of P. campanulatus. The results suggest that instead of
seed provenance, burial narrowed the temperature range for E. gibbiflora, while laboratory-storage
time and burial widened it for P. campanulatus. These responses are related to the dormant stage of

the seeds and, hence, reflect the conditions of the regeneration niche of the species.

Keywords: cardinal temperatures, local adaptation, seed burial, seed provenance, storage time,

thermal time
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Germination in non-dormant seeds is a trait regulated by environmental factors such as the
temperature, water availability, gaseous environment and light (Benech-Arnold, Sanchez, Forcella,
Kruk & Ghersa, 2000; Bewley, Bradford, Hilhorst & Nonogaki, 2013; Baskin & Baskin, 2014).
Germination features, such as the final percentage, rate (velocity), time and place of occurrence or
environmental requirements, are of vital importance in the life history of plants because they imply
the formation of a new individual with a new genotype, i.e., a seedling. Given the importance of
germination, it has been proposed as one of the main drivers of community structures (Grubb, 1977;
Jiménez-Alfaro, Silveira, Fidelis, Poschlod & Commander, 2016). Seedling survival and
establishment are the most susceptible stages in the plant’s life cycle owing to their high
vulnerability to scarcity of water, herbivory and intra- and inter-specific competition, among other
selective forces (Silvertown & Charlesworth, 2001). For this reason, seeds need the mechanisms of
environment detection that allow germination to occur in conditions that create successful
establishment.

After dispersion, seeds that remain in the soil experience great variations in environmental
factors. These variations produce physiological changes that may improve their germination as well
as seedling establishment (Allen & Meyer, 1998). Moreover, if seeds have some sort of dormancy,
the environmental variations may break it, and if seeds do not germinate after their release, they
may re-enter dormancy; thus, they experience an annual cycle of dormancy (Baskin & Baskin,
1985). Through this cycle, seeds may sense the environment through time and germinate when
conditions can improve seedling establishment and survival (Benech-Arnold et al., 2000; Batlla &
Benech-Arnold, 2007). Additionally, some authors have demonstrated that, in newly collected
seeds, dormancy may be broken after dry storage in the laboratory (i.e., undergoing after-ripening)
due to hormonal changes in the seed (Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006; Baskin & Baskin,
2014).

It has been broadly accepted that, on a regional scale, the germination response is related to the

temperature regime during the rainy season of the site of seed provenance (Thompson, 1970;
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Ascough, Erwin & Van Staden, 2007; Diirr, Dickie, Yang & Pritchard, 2015). Moreover, some
researches highlight the importance of the distribution range of a species on the germination
response to environmental factors, demonstrating evidence for a positive relationship between the
width of species distribution and the range of temperature conditions for germination (Thompson,
Gaston & Band, 1999; Brindle, Stadler, Klotz & Brandl, 2003; Ascough et al., 2007; Mattana,
Daws & Bacchetta, 2010; Luna, Pérez, Torres & Moreno, 2012). Nevertheless, the species with a
broad distribution rarely have continuous distribution of individuals along an area; instead, they are
usually found forming many local populations. The members of each local population are exposed
to different selection pressures; therefore, their traits evolve under the local environmental
conditions, allowing the species to adapt locally and create different ecotypes (Kawecki & Ebert,
2004).

Since germination response is a phenotypic feature that can be affected by natural selection
(Donohue, Rubio de Casas, Burghardt, Kovach & Willis, 2010), it is reasonable to think that this
response has evolved independently in each local population in response to the local environmental
conditions, including those experienced by the seed after dispersion and those that the parents faced
during the seed development. Therefore, if the germination response displays local adaptation, the
individuals should be at their highest fitness in their own original habitat (Kawecki & Ebert, 2004).
In order to identify whether a phenotypic feature has undergone local adaptation, two kinds of
experimental designs have been developed: the reciprocal-transplant and common-garden
experiments (Kawecki & Ebert, 2004; Blanquart, Kaltz, Nuismer, & Gandon, 2013). These
procedures have been used to assess whether the differences in plant performance are genetically or
environmentally determined (Conover & Schultz, 1995; Mazer & LeBuhn, 1999). In the reciprocal-
transplant experiments transplant individuals originated from different local populations between
their localities, expecting that local individuals will perform better on their own environment rather

than in foreign ones. On the other hand, in thecommon-garden experiments transplant individuals
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78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

100

101

102

103

Plant Species Biology Page 6 of 39

from different local populations to the same environmental conditions, either in the field or in a
laboratory (Kawecki & Ebert, 2004; Blanquart et al., 2013).

In this study, we examined whether the seed germination response to temperature in the cases
of Echeveria gibbiflora and Penstemon campanulatus is related to seed provenance in a lava field
from Central Mexico. In performing reciprocal burials of the seeds in two contrasting populations
of both the species, collecting them, storing them under laboratory conditions and afterward sowing
them under control conditions (i.e., germination chambers), as in a common-garden experiment, we
specifically focused on the following questions: (a) is the seed germination response (i.e., the final
germination percentage) to a temperature gradient related to seed provenance and ?, and (b) are
cardinal temperatures and thermal time related to seed provenance? Since the two populations of
both the species are established in sites with contrasting levels of elevation, mean temperature and
precipitation, we hypothesized that the final germination percentage would be higher under the
temperature characteristic of the site of seed provenance. Further, we also hypothesized that the
cardinal temperatures and thermal time would reflect the temperature of the plant recruitment
season for each site (typically during the rainy season). Additionally, if the seeds demonstrate some
degree of dormancy, they may undergo after-ripening during laboratory storage so that they may be

released from this condition.

Materials and methods

Species, populations and collection of seeds

Echeveria gibbiflora DC. (Crassulaceae) is a perennial succulent rosette herb which grows up to 1

m in height. Its flowers produce around 200 small seeds (0.75 % 0.5 mm) and is abundantly present

around open sites of xerophilous shrublands and the temperate forests of Mexico Valley at

elevations of 2300 m a.s.l. (Rzedowski & Rzedowski, 2005; Castillo-Argiiero et al., 2007).
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On the other hand, P. campanulatus (Cav.) Willd. (Plantaginaceae) is a short-lived perennial
erect herb of 0.5—1 m in height. It has panicles with purple flowers and small brown seeds (2 x 2
mm) and is abundantly present around open areas of mountain slopes, oak and oak-pine forests,
shrubland and disturbed areas of Mexico Valley at elevations of 2300-3200 m a.s.l. (Rzedowski &
Rzedowski, 2005; Castillo-Argiiero et al., 2007).

Two populations of both the species were recognized, one in the Reserva Ecologica del
Pedregal de San Angel (REPSA) and other in the Parque Ecolégico de la Ciudad de México
(PECM), both of which are part of the lava field located in the southern zone of the Basin of
Mexico and are a consequence of the eruption of the Xitle volcano, which occurred approximately
in the year 280 (Siebe, 2000). The lava field represented a well-conserved vegetation community
until the 1950s, when urbanization fragmented the area and produced isolated vegetation patches
(Cano-Santana et al., 2006). Due to their high temperatures and scarce soil formation, both the
populations are immersed in a xerophilous shrubland, where evaporation rates are high (Cano-
Santana et al., 2006; Estafiol-Tecuatl & Cano-Santana, 2017). Despite these similarities, they have
differing environmental features, owing mainly to their elevation. The population of REPSA is
located at 2292-2365 m a.s.l., representing the northern and lower portion of the lava field—an
open xerophilous shrubland with a temperate climate (because of elevation) with summer rains,
mean annual precipitation of 803 mm and mean annual temperature of 15.6°C (Estafiol-Tecuatl &
Cano-Santana, 2017). The population of PECM is located at 2600-2800 m a.s.l., representing the
southern and higher portion of the lava field—a xerophilous shrubland immersed in a temperate
forest with a temperate climate (because of elevation) with summer rains, mean annual precipitation
of 1100 mm and mean annual temperature of 11°C (Gonzalez-Hidalgo, Orozco-Segovia &
Diego-Pérez, 2002).

For the study, the seeds of each population for both the species were collected from 25-50 mature

plants on April 2016 and were separated from the vegetative tissues immediately after collection.
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Laboratory-storage treatments

The germination responses were evaluated in the recently collected seeds of both the populations
(REPSA-0 and PECM-0) as well as in the seeds stored in glass bottles under laboratory conditions
(20-22°C and 40-50% RH in total darkness) for two months (REPSA-2 and PECM-2). This
laboratory storage time was the same as the duration for which the seeds were buried in soil (see

below).

Burial treatments

Immediately after collection, the seeds from each population (~1 g for E. gibbiflora and ~2 g for P.
campanulatus) were placed inside double-layered nylon net bags (5 x 5 cm) for the burial. For each
species, reciprocal burials were performed, and the seeds collected from the two populations were
buried at each site (5 cm in depth) simultaneously (April 2016). The seeds were buried in an open
site because both the species are established in sites without vegetation. This procedure resulted in
four burial treatments for the species: the seeds form REPSA were buried in the REPSA (RR) and
PECM (RP), while the seeds from PECM were buried in the PECM (PP) and REPSA (PR). Two
months later, before the onset of the rainy season (June 2016), the seeds from each treatment were
unearthed, moved to the laboratory and air-dried in darkness for three days. The diurnal variation of
the soil temperature in each burial site was recorded during these two months with a data logger
(HOBO® Pendant, model UA-001-08, Onset Computer Corporation, Pocasset, MA, USA). The

hourly daily course of these temperatures for the duration of the seed burial is presented in Figure 1.

Germination procedures
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The seeds of the four laboratory storage treatments (REPSA-0, PECM-0, REPSA-2 and PECM-2)
and the four burial treatments (RR, RP, PP and PR) were sown in Petri dishes on 1% agar (10 g/L)
and incubated at six different temperatures (10, 15, 20, 25, 30 and 35°C) in germination chambers
(Lab-Line Instruments, Melrose Park, IL, USA). The photoperiod was 12 h of light (fluorescent
cool white light, Sylvania 20 W). The experimental design consisted of five replicates for each
treatment, with 30 seeds each. The accumulated germination (visible radicle protrusion) was
recorded at each third day until maximum germination was observed (100% germination or no
further germination after five days). The germination percentages were calculated according to the
number of seeds sown in each Petri dish.

The germination was not the same at different temperatures; therefore, the accumulated
germination percentages over time were scaled to the total number of seeds germinated in each
temperature, as proposed by Grundy, Phelps, Reader and Burston (2000), and then fitted to the
exponential sigmoid curve y =a / 1 + be™*, where a is the scaled maximum germination, b is the
slope, ¢ is a curve form coefficient and e is the base of natural logarithms. Based on this model, we
calculated the theoretical days to achieve 50% germination for each treatment, and its reciprocal (d-
') was used as the germination rate (GRs¢)). For each species and laboratory storage or burial
treatment, the GR s, was fitted to a linear simple model (y = a + bx) as a function of temperature.
Moreover, we fitted one model to the range of sub-optimal temperatures and another for the supra-
optimal ones. The base temperature (7},) was calculated as the point where the regression line, in the
sub-optimal range, intercepts the temperature axis. Similarly, the ceiling temperature (7;) was
calculated as the point where the regression line, in the supra-optimal range, intercepts the
temperature axis. The optimal temperature (7,,) was estimated as the temperature at which intersects
the regression lines of sub- and supra-optimal temperatures. The thermal time to achieve 50%
germination (07s)) was obtained for the sub- and supra-optimal temperatures as the inverse of the
regression line slope (Garcia-Huidobro, Monteith & Squire, 1982; Hardegree, 2006). Similarly,

cardinal temperatures and (07s0)) were estimated for all the subpopulations (10, 20, ..., 90%). Once
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the values of T, and T, were calculated, the amplitude of the temperature range for 50% germination

was estimated as the difference between both temperatures (7.—73).

Statistical analysis

The final germination percentages (non-scaled) were arcsine-transformed (Zar, 2010) and, for each
species, analyzed through three-way ANOVA in order to evaluate the effect of seed provenance
(REPSA and PECM), laboratory-storage time (collected recently and stored in laboratory for two
months) and temperature. For the buried seeds, three-way ANOVA was once gain performed in
order to evaluate the effect of seed provenance (REPSA and PECM), burial site (REPSA and
PECM) and temperature. Mean comparisons were conducted with Tukey test when significant
effects were detected. Additionally, the hourly and daily mean temperatures at each hour, along the
day, in both the burial sites were compared through the #-paired test.

Furthermore, two cluster analyses were performed (one for each species) in order to identify
the distinct groups of the different treatments applied using the estimated T, T, 7, temperature
range for 50% germination and 675, for sub- and supra-optimal temperatures. Each cluster analysis
was performed with the results of laboratory storage and burial treatments using the standard scores
of the variables, Euclidean distance and Ward’s agglomeration method. Finally, discriminant
analyses (DA) were conducted in order to identify whether the variables used for performing the
cluster analyses were significant in the formed groups. In this case, the DA was built step-by-step.
The analyses were performed with Statistica 10 (StatSoft, Tulsa, OK, USA) and R software, version

3.2.3 (R Core Team, 2016).

Results

Final germination in laboratory-storage treatments
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In both species, the germination did not occur at 35°C, for this reason was removed from the
analyses. Similarly, in the case of P. campanulatus, germination did not occur at 10°C and, for this
species, also was removed from the analyses.

In the case of E. gibbiflora, seed provenance (F g0 = 4.33, p = 0.041), laboratory-storage time
(Fig0=11.45, p=0.001) and temperature (Fy5 = 199.41, p < 0.001) showed significant effect on
final germination percentage. Only the two-way interactions seed provenance x temperature (£4go =
9.75, p <0.001) and laboratory-storage time x temperature (Fy g = 7.15, p < 0.001) were
significant, while the seed provenance x laboratory-storage time (£ gy = 2.48, p = 0.119) and the
three-way interaction (£ g0 = 1.59, p = 0.184) were not significant. In general, germination was
higher than 50% at 15, 20 and 25°C, while at 15 and 30 °C, there was a reduction in germination
after the laboratory-storage period in the seeds from both sites. At 15°C, germination in the seeds
from PECM was higher than that in the seeds from REPSA, but, at 20°C, the seeds from REPSA
with two months of laboratory storage had a reduction in germination. Meanwhile, at 25°C, there
was no difference in the germination between their provenances and laboratory-storage time (Figure
2).

In the case of P. campanulatus, seed provenance (F ¢4 = 231.76, p < 0.001), laboratory-storage time
(F164=15.36, p <0.001) and temperature (F3 ¢4 = 126.43, p <0.001) showed significant effect on
final germination percentage. Only the two-way interactions laboratory-storage time X temperature
(F364=6.41, p <0.001) were significant, while the other two-way interactions seed provenance x
temperature (F5 64 = 0.83, p = 0.481) seed provenance X laboratory storage time (F 4 = 0.51, p =
0.476), and three-way interaction (F64 = 1.50, p = 0.222) were not significant. At 20 and 25°C, the
seeds from PECM, independently of the laboratory-storage time, showed significant higher
germination than the REPSA seeds. This pattern is also observable at 15°C, although a significant

increase was noticeable in the REPSA seeds after the laboratory-storage duration. A similar
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increase occurred at 30°C in the seeds from the two sites after the laboratory-storage duration

(Figure 2).

Final germination in burial treatments

The hourly mean temperature in both the burial sites during this period showed significant
differences, being higher in REPSA than in PECM (Figure 1; t = 32.121, df =23, p <0.001).
Germination was not observed in any of the species during the burial. In both the species,
germination occurred only at 15, 20, 25 and 30°C; therefore, the temperatures of 10 and 35°C were
removed from the analyses.

In the case of E. gibbiflora, seed provenance (F 6 = 139.35, p < 0.001), burial site (F ¢4 =
32.09, p <0.001) and temperature (F3 44 = 106.98, p <0.001) showed significant effect on the final
germination percentage. Moreover, all the two-way interactions—seed provenance x burial site
(F164=9.50, p=0.003), seed provenance x temperature (F5 ¢4 =2.78, p = 0.048) and burial site x
temperature (F3 ¢4 = 3.98, p = 0.011)—were significant. However, the three-way interaction was not
significant (F3 64 = 2.74, p = 0.051). At 15 and 30°C, independently of the burial site, the seeds from
PECM had higher germination than the seeds from REPSA. Nevertheless, at 20 and 25°C, the seeds
from PECM, independent of the burial site, and the seeds from REPSA buried in this site had a
significantly higher germination than the seeds from REPSA buried on PECM (Figure 3).

In the case of P. campanulatus, only seed provenance (F ¢4 = 111.94, p <0.001) and
temperature (F5 4 = 44.92, p <0.001) showed significant effect on the final germination percentage,
while the burial site did not (F ¢, = 0.98, p = 0.326). None of the two- or three-way interactions
were significant (p > 0.05). Furthermore, the seeds from PECM had a higher final germination
percentage than the seeds from REPSA; at 20 and 25°C the germination was significantly higher,

without differences among them, and lower at 15°C (Figure 3).
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Cardinal temperatures in laboratory-storage treatments

Regression lines for the sub- and supra-optimal temperatures were significant in all the cases (R? >
0.9, p <0.001). In general, the T, values were lower in the case of E. gibbiflora (ranging between
5.11 and 6.69°C) than in the case of P. campanulatus (ranging between 7.14 and 8.56°C). A similar
pattern was observed in the T, values, where E. gibbiflora had a lower range (between 31.91 and
33.85°C) than P. campanulatus (between 34.56 and 40.42°C). Moreover, both the species had the
T, values around 23°C. The 0y, values for the sub-optimal temperatures were very similar in all
the treatments in the two species, although the values of 075, for the supra-optimal temperatures
were higher in the case of P. campanulatus (Figure 4, Table 1). Table S1 provides the cardinal
temperatures and the 07, values for sub- and supra-optimal temperatures for all the

subpopulations.

Cardinal temperatures in burial treatments

Regression lines for sub- and supra-optimal temperatures were significant in all the cases (R?>> 0.9,
p <0.001). The cardinal temperatures were similar in the two species, provenances and reciprocal
burials. In the case of E. gibbiflora, the Ty, values had a range between 8.80 and 10.19°C, while the
T, values were around 23°C and the T, values around 33°C. In the case of P. campanulatus, the T,
and 7, values had a high range (between 5.57 and 10.33°C, and between 32.87 and 39.66°C,
respectively), whereas the T, values were around 23°C. Furthermore, the variation within each
treatment was low. In general, both the values of 0750, were higher in the case of P. campanulatus
than in the case of E. gibbiflora, and the variability in each treatment was also higher in the case of
P. campanulatus (Figure 4, Table 2). Table S2 provides the cardinal temperatures and the 67 values

for sub- and supra-optimal temperatures for all the subpopulations.
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Cluster and discriminant stepwise analyses

In the case of E. gibbiflora, the cluster showed two groups (Figure 5a). One of them exclusively had
the burial treatments, while the other exclusively had the laboratory storage treatments. The DA
showed that these groups were significant (Wilks” Lambda = 0.044, F5,=129.071, p = 0.004). The
model that was built step-by-step included the three cardinal temperatures (75, T, and T;), of which
only the T}, values significantly contributed to the discrimination between the groups (Wilks’
Lambda = 0.684, F', 4 = 58.374, p = 0.002). The T}, values, on average, were higher in the seeds from
the burial treatments than in the laboratory storage ones (Table 3). The other two variables included
in the model were non-significant (7,: Wilks” Lambda = 0.074, F, 4, =2.751, p = 0.173; T,: Wilks’
Lambda = 0.073, F'; 4 = 2.661, p = 0.178). The 07, values for the sub- and supra-optimal
temperatures and the amplitude of the range of temperature for germination were non-significant (p
> (0.05) and excluded from the model.

The cluster in the case of P. campanulatus showed two groups (Figure 5b), where one
contained the recently collected seeds for both populations and the RP treatment, while the other
group contained the remaining treatments. The grouping was significant (Wilks’ Lambda = 0.066,
F34=18.977, p = 0.008). The model built step-by-step included two cardinal temperatures (7., and
T,) and the amplitude of the range of temperature for germination. Out of these variables, only the
T, values contributed significantly to the discrimination between the groups (Wilks’ Lambda =
0.305, F14=14.594, p = 0.019). The T, values were lower in the RP, REPSA-0 and PECM-0
treatments than in the remaining ones (Table 3). The other two variables included in the model were
non-significant (7,: Wilks’ Lambda = 0.102, F'; 4 = 2.236, p = 0.209; amplitude of the range of
temperature for germination, Wilks’ Lambda = 0.108, F'; , = 2.608, p = 0.182). The T}, and 0750,
values for sub- and supra-optimal temperatures were non-significant (p > 0.05) and excluded from

the model.
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Discussion

The laboratory storage treatments in which germination was greater than 80% in a wide temperature
range for both the species suggest that the seeds were non-dormant. This is supported by the fact
that non-significant differences were found between the recently collected seeds and ones that were
in laboratory storage for two months. Low germination was observed in E. gibbiflora at 10 and
30°C, and a subsequent reduction was observed after laboratory storage. It is possible that these
were caused by prolonged exposure to extreme sowing temperatures which induced either
thermodormancy or thermoinhibition in the seeds (Hills & van Staden, 2003), or physiological
changes occurring in the seeds during laboratory storage, respectively. Germination in Echeveria
genus has not been extensively studied; however, some reports indicate that under laboratory-
storage conditions, the germination percentage is higher than 75%, and the seeds have an orthodox
behavior (Royal Botanic Gardens Kew, 2019). Nevertheless, dormancy has not been reported. Other
reports indicate that the seeds of the Crassulaceae family have physiological dormancy (Baskin and
Baskin, 2014). Moreover, Martinez-Villegas, Castillo-Argiiero, Marquez-Guzman and Orozco-
Segovia (2018) reported that germination in the REPSA seeds of E. gibbiflora are thermoinhibited
at a high temperature (35°C). The experiments in which ungerminated seeds are exposed to T, or
hormones such as gibberellins or ethylene are needed for testing these two possibilities.

In the case of E. gibbiflora, the RP treatment had a significantly lower germination percentage
at 20 and 25°C than the RR treatment. The PP and PR treatments did not show significant
differences between the temperatures tested. These results indicate that the germination in the
REPSA seeds was highly sensitive to the novel conditions experienced during the burial, suggesting
that the seed germination is locally adapted for this population, while not for the PECM seeds. It is
probable that the REPSA seeds buried in PECM sensed the novel conditions for germination and
subsequent seedling establishment, which is perhaps why the seeds entered secondary dormancy.

Secondary dormancy imposed by the environmental conditions has been reported by Andersson and
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Milberg (1998) and Vidigal et al. (2016) as an adaptive strategy. Hence, it is possible that .
gibbiflora adopted this strategy to escape from unfavorable environments while remaining dormant
in the soil. Another evidence for local adaptation for the germination in this species is the fact that
the environmental conditions experienced during the seed formation (maternal effect; Fenner, 1991)
did not cause germination reduction in the RP treatment as this reduction was not observed in the
RR and laboratory storage treatments.

In the case of P. campanulatus, the final germination percentage showed a pattern that
depended upon seed provenance, independently of the laboratory-storage time, while the seeds from
REPSA showed significantly lower percentages than the seeds from PECM. A similar pattern was
observed in the burial treatments, independently of the burial site, as the seeds from REPSA
germinated at lower percentages than the PECM seeds. The differences in the germination pattern
among the populations has also been described for other species of the Penstemon genus (Meyer &
Kitchen, 1994; Meyer, Kitchen & Carlson, 1995). In these species, the temperature is probably the
main driver of the differences, and a genetic basis for this response has been proposed. The seeds of
the Penstemon genus have physiological dormancy (Baskin & Baskin, 2014; Royal Botanic
Gardens Kew, 2019). This sort of dormancy is expressed at different degrees of depth: non-deep,
intermediate and deep (Baskin & Baskin, 2014). Therefore, it is possible that P. campanulatus from
REPSA has seeds with deeper physiological dormancy than the PECM ones. Perhaps, this deeper
dormancy might have been broken during the laboratory storage conditions that are different to the
ones tested in this study. For example, different time and temperature were reported for some
physiologically dormant seeds (Chantre, Batlla, Sabbatini & Orioli, 2009) or in the presence of
hormones such as gibberellic acid or ethylene. Contrary to the case with E. gibbiflora, a significant
increment in germination at 30 °C after the laboratory storage period was observed in P.
campanulatus, probably because the laboratory-storage time began to reduce the seed-dormancy
level, and this was reflected in the germination observed at extreme temperature levels, i.e., an

increment in the range of temperature for germination. Further experiments are needed to better
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understand this issue. The results show no difference in the final germination after the burial on its
own and the novel habitat. This response indicates non-local adaptation in the germination of P.
campanulatus in neither sites, which might have allowed this species to explore a wide range of
environmental conditions and identify the most adequate establishment for reproduction (Donohue,
2003). This issue needs to be explored further through the measures of plant fitness such as growth,
fruit or seed set, among others.

Moreover, Martinez-Villegas et al. (2018) found low germination in the seeds of P.
campanulatus collected recently from REPSA (around 60%) at between 15 and 30°C. Nevertheless,
the results in this study showed lower percentages. Perhaps this pattern was owing to the date of
seed collection. Martinez-Villegas et al. (2018) collected seeds during early winter (December
2013), and the collection in this study was performed during early spring (April 2016). Penstemon
campanulatus flowering between June and October (Rojo & Rodriguez, 2002), and our
observations suggest that its plants may retain their fruits and seeds for several months; therefore, it
is probable that the differences in the germination percentage observed in this study were due to the
environmental maternal effects experienced by the seeds in the fruits during the seed development
and collection, as it occurred in the case of Buddleja cordata in the PECM (Fenner, 1991;
Mendoza-Hernandez, Orozco-Segovia & Pisanty, 2010). These differences across years in
germination response also suggest phenotypic plasticity in this trait, as indicated by Ramirez-
Valiente, Sdnchez-Gomez, Aranda and Valladares (2010) in certain leaf ecophysiological traits.
These issues need to be researched further.

Many features observed after the burial treatments such as the seeds not rotting after burial and
not germinating during this period, the time of dispersion and the low germination in certain
treatments, suggest that the seeds of both the species have the potential to incorporate into soil and
form a seed bank. Martinez-Orea, Castillo-Argiiero, Guadarrama-Chévez and Sanchez (2010)
reported the presence of E. gibbiflora in the seed bank of REPSA, but P. campanulatus has not been

reported. Nevertheless, some authors proposed seed bank for other Penstemon species (Meyer &
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Kitchen, 1992; Meyer et al., 1995; Belmont, Sanchez-Coronado, Osuna-Fernandez, Orozco-Segovia
& Pisanty, 2018). The persistent low germination and viability observed in the seeds of P.
campanulatus from REPSA and their possible presence in the seed bank might have provided it
with a bet-hedging strategy (i.e., delaying germination through dormancy as a mechanism for
preserving local populations in stochastic environments; Adondakis & Venable, 2004).

Cluster analyses and DA showed significant grouping of temperature features for germination
in both the species. The variables that significantly contribute to the grouping are closely related to
the dormancy level of the seeds (7}, in E. gibbiflora and T, in P. campanulatus). Some reports
demonstrated that Ty, is related to the altitude of plant population, which is greater at higher
elevations than in lower ones (Picciau, Pritchard, Mattana & Bacchetta, 2019). Nevertheless, the
cluster analyses did not show separated groups in function to seed provenance.

In E. gibbiflora, T, was greater in burial treatments than in the laboratory-stored ones, while 7,
was similar in both the treatments. In certain species, the reduction in 7 and the consequent
widening in the temperature range for germination reflects the alleviation of the dormant stage,
mainly in strict summer annual species (Benech-Arnold et al., 2000). During the burial, the seeds
sense the environment—mainly the temperature—so that they might accumulate some thermal time
units and affect post-dispersal features such as dormancy loss, germination proportion and rate as
well as seedling growth, among others (Fernandez-Pascual, Mattana & Pritchard, 2019). Contrary to
this hypothesis, a narrowing of the temperature range for germination was observed after the burial,
indicating a possible entrance into the dormant state. Nevertheless, despite not being significant, the
0750 values were lower after the burial than in the laboratory-storage treatments. A decrease in the
O7s0) values is related to a greater rate of germination and dormancy loss (Ferndndez-Pascual et al.,
2019). As mentioned above, the thermal time for germination will be reduced in laboratory-storage
treatments if different levels of laboratory-storage temperatures are tested.

The DA showed that in the case of P. campanulatus, the T, values were lower in the REPSA-0,

PECM-0 and RP treatments than in the remaining ones (Figure 5b), while the T}, values were similar
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among the groups. This is indicative of the fact that the range of temperature for germination was
widening after two months of laboratory storage and after the burial. The changes in the T, values
are related to the dormancy release in certain facultative winter species (Benech-Arnold et al.,
2000). It is probable that during their permanence in soil, the seeds accumulate thermal time units
and, consequently, the dormancy levels are reduced (Fernandez-Pascual et al., 2019). Perhaps,
during laboratory storage, the seeds underwent a sort of after-ripening, since the temperature range
for germination was wider after two months. This effect is similar to that of thermal time units
accumulated after dispersion in cardinal temperatures; however, punctual mechanisms of after-
ripening are poorly understood (Baskin & Baskin, 2014). As in the case of E. gibbiflora, a decrease
in the 075y values observed during the buried and the two-month storage is reflective of the
dormancy release. Nevertheless, it was not significant in the DA. Thus, a decrease in the 07, value
as a measure of dormancy liberation need to be investigated further.

Given the importance of species’ germination in community structures (Grubb, 1977; Jiménez-
Alfaro et al., 2016), the study of this response in the species’ own and novel environments is crucial
for understanding their adaptive capacity. The results of this research highlight the plasticity in this
response of the different habitats and are useful for understanding the capacity of the species in the

colonization of new habitats and, perhaps, predicting their presence in contrasting environments.

Acknowledgements

To Secretaria Ejecutiva de la Reserva Ecolégica del Pedregal de San Angel (SEREPSA; project
number: 356) and authorities from Parque Ecologico de la Ciudad de México for permissions and
facilities for work in these areas. Irene Pisanty, Margarita Collazo, César M. Flores-Ortiz, Zenon
Cano-Santana and Irma Trejo for their valuable comments, Maria Esther Sdnchez Coronado, Pedro
Eloy Mendoza Hernandez and Irma Acosta Calixto for technical support. Posgrado en Ciencias

Biologicas, Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM) for the academic and scientific

The Society for the Study of Species Biology



440

441

442

443

444

445

446

447

448

449

450

451

452

453

454

455

456

457

458

459

460

461

462

463

Plant Species Biology Page 20 of 39

support. Jorge A. Martinez-Villegas was supported by a fellowship from the Consejo Nacional de
Ciencia y Tecnologia (245529, CONACyT, México). This research was supported by the grants

PAPIIT, UNAM (IN 205715) and CONACyT (221015).

References

Adondakis, S. & Venable, D. L. (2004). Dormancy and germination in a guild of Sonoran desert
annuals. Ecology, 85, 2582-2590.
Allen, P. S. & Meyer, S. E. (1998). Ecological aspects of seed dormancy loss. Seed Science
Research, 8, 183—191.
Andersson, L. & Milberg, P. (1998). Variation in seed dormancy among mother plants, populations
and years of seed collection. Seed Science Research, 8, 29-38.
Ascough, G. D., Erwin, J. E. & Van Staden, J. (2007). Temperature-dependent seed germination in
Watsonia species related to geographic distribution. South African Journal of Botany, 73, 650—
653.
Baskin, C. C. & Baskin, J. M. (2014). Seeds: ecology, biogeography, and evolution of dormancy
and germination (2nd ed.). San Diego, USA: Academic Press.
Baskin, J. M. & Baskin, C. C. (1985). The annual dormancy cycle in buried weed seeds: A
continuum. BioScience, 35, 492-498.
Batlla, D. & Benech-Arnold, R. L. (2007). Predicting changes in dormancy level in weed seed soil
banks: Implications for weed management. Crop Protection, 26, 189—197.
Belmont, J., Sdnchez-Coronado, M. E., Osuna-Fernandez, H. R., Orozco-Segovia, A. & Pisanty, L.
(2018). Priming effects on seed germination of two perennial herb species in a disturbed lava

field in central Mexico. Seed Science Research, 28, 63-71.

The Society for the Study of Species Biology



Page 21 of 39

464
465
466
467
468
469
470
471
472
473
474
475
476
477
478
479
480
481
482
483
484
485
486
487

488

Plant Species Biology

Benech-Arnold, R. L., Sanchez, R. A., Forcella, F., Kruk, B. C. & Ghersa C. M. (2000).
Environmental control of dormancy in weed seed banks in soil. Field Crops Research, 67,
105-122.

Bewley, J. D., Bradford, K., Hilhorst, H. & Nonogaki H. (2013). Seeds: physiology of development,
germination and dormancy (3rd ed.). New York, USA: Springer.

Blanquart, F., Kaltz, O., Nuismer, S. L. & Gandon, S. (2013). A practical guide to measuring local
adaptation. Ecology Letters, 16, 1195—-1205.

Bréndle, M., Stadler, J., Klotz, S. & Brandl, R. (2003). Distributional range size of weedy plant
species is correlated to germination patterns. Ecology, 84, 136— 144,

Cano-Santana, Z., Pisanty, 1., Segura, S., Mendoza-Hernandez, P. E., Le6n-Rico, R., Soberén, J.,
Tovar, E., Martinez-Romero, E., Ruiz L. C. & Martinez-Ballesté, A. (2006). Ecologia,
conservacion, restauracion y manejo de las areas Naturales y Protegidas del Pedregal del Xitle.
In K. Oyama & A. Castillo (Eds.), Manejo, conservacion y restauracion de recursos naturales
en México (pp. 203-226). México, D.F., México: Siglo XXI.

Castillo-Argitiero, S., Martinez-Orea, Y., Romero-Romero, M. A., Guadarrama-Chévez, P., Nufiez-
Castillo, O., Sanchez-Gallen, 1., & Meave J. A. (2007). La Reserva Ecologica del Pedregal de
San Angel: aspectos floristicos y ecolégicos. México, D.F., México: Secretaria Ejecutiva de la
Reserva Ecologica del Pedregal de San Angel.

Chantre, G. R., Batlla, D., Sabbatini, M. R. & Orioli, G. (2009). Germination parameterization and
development of an after-ripening thermal-time model for primary dormancy release of
Lithospermum arvense seeds. Annals of Botany, 103, 1291-1301.

Conover, D. O. & Schultz, E. T. (1995). Phenotypic similarity and the evolutionary significance of

countergradient variation. Trends in Ecology & Evolution, 10, 248-252.
Donohue, K. (2003). Setting the stage: Phenotypic plasticity as habitat selection. International

Journal of Plant Sciences, 164, S79-S92.

The Society for the Study of Species Biology



489

490

491

492

493

494

495

496

497

498

499

500

501

502

503

504

505

506

507

508

509

510

511

512

513

514

Plant Species Biology Page 22 of 39

Donohue, K., Rubio de Casas, R., Burghardt, L., Kovach, K. & Willis, C. G. (2010). Germination,
postgermination adaptation and species ecological ranges. Annual Review of Ecology,
Evolution and Systematics, 41, 293-319.

Diirr, C., Dickie, J. B., Yang ,X. Y. & Pritchard, H.W. (2015). Ranges of critical temperature and
water potential values for the germination of seeds worldwide: Contribution to a seed trait
database. Agricultural and Forest Meteorology, 200, 222-232.

Estafiol-Tecuatl, F. & Cano-Santana, Z. (2017). Recovery of basalt substrate for xeric scrub
restoration in a lava field in Mexico City. Ecological Restoration, 35, 41-51.

Fenner, M. (1991). The effects of the parental environment on seed germinability. Seed Science
Research, 1, 75-84.

Fernandez-Pascual, E., Mattana, E. & Pritchard, H. W. (2019). Seeds of future past: climate change
and the thermal memory of plant reproductive traits. Biological Reviews, 94, 439-456.

Finch-Savage W. E. & Leubner-Metzger, G. (2006). Seed dormancy and the control of germination.
New Phytologist, 171, 501— 523.

Garcia-Huidobro, J., Monteith, J. L. & Squire, G. R. (1982).Time, temperature and germination of
Pearl Millet (Pennisetum typhoides S. & H.) 1. Constant temperature. Journal of Experimental
Botany, 33, 288-296.

Gonzalez-Hidalgo, B., Orozco-Segovia, A. & Diego-Pérez, N. (2002). Floristica y afinidades
fitogeograficas de la Reserva Lomas del Seminario (Ajusco medio, Distrito Federal). Acta
Botanica Hungarica, 44, 297-316.

Grubb, P. J. (1977). The maintenance of species-richness in plant communities: the importance of
the regeneration niche. Biological Reviews, 52, 107—145.

Grundy, A. C., Phelps, K., Reader, R. J. & Burston, S. (2000). Modelling the germination of
Stellaria media using the concept of hydrothermal time. New Phytologist, 148, 433—444.

Hardegree, S. P. (2006). Predicting germination response to temperature. 1. Cardinal-temperature

models and subpopulation-specific regression. Annals of Botany, 97, 1115-1125.

The Society for the Study of Species Biology



Page 23 of 39

515
516
517
518
519
520
521
522
523
524
525
526
527
528
529
530
531
532
533
534
535
536
537
538

539

Plant Species Biology

Hills, P. N. & van Staden, J. (2003). Thermoinhibition of seed germination. South African Journal
of Botany, 69, 455-461.

Jiménez-Alfaro, B., Silveira, F. A. O., Fidelis, A., Poschlod, P. & Commander, L. E. (2016). Seed
germination traits can contribute better to plant community ecology. Journal of Vegetation
Science, 27, 637-645.

Kawecki, T. J. & Ebert, D. (2004). Conceptual issues in local adaptation. Ecology Letters, 7, 1225—
1241.

Luna, B., Pérez, B., Torres, 1. & Moreno, J. (2012). Effects of incubation temperature on seed
germination of Mediterranean plants with different geographical distribution ranges. Folia
Geobotanica, 47, 17-217.

Martinez-Orea, Y., Castillo-Argiiero, S., Guadarrama-Chavez, M. P. & Sanchez, 1. (2010). Post—fire
seed bank in a xerophytic shrubland. Boletin de la Sociedad Botdnica de México, 86, 11-21.

Martinez-Villegas, J. A., Castillo-Argiiero, S., Marquez-Guzman, J. & Orozco-Segovia, A. (2018).
Plant attributes and their relationship to the germination response to different temperatures of
18 species from central Mexico. Plant Biology, 20, 1042—1052.

Mattana, E., Daws, M. I. & Bacchetta, G. (2010). Comparative germination ecology of the endemic
Centranthus amazonum (Valerianaceae) and its widespread congener Centranthus ruber. Plant
Species Biology, 25, 165-172.

Mazer, S. M. & LeBuhn, G. (1999). Genetic variation in life-history traits: heritability estimates
within and genetic differentiation among populations. In T. O. Vuorisalo & P. Mutakainin
(Eds.), Life history evolution in plants (pp. 85—171). Dordrecht, Netherlands: Kluwer.

Mendoza-Hernandez, P. E., Orozco-Segovia, A. & Pisanty, 1. (2010). Germination, emergence and
survival of Buddleja cordata in an urban forest. Ecological Restoration, 28, 263-265.

Meyer, S. E. & Kitchen, S. G. (1992). Cyclic seed dormancy in the short-lived perennial Penstemon

palmeri. Journal of Ecology, 80, 115-122.

The Society for the Study of Species Biology



540

541

542

543

544

545

546

547

548

549

550

551

552

553

554

555

556

557

558

559

560

561

562

563

564

Plant Species Biology

Meyer, S. E. & Kitchen, S. G. (1994). Habitat-correlated variation in seed germination response to
chilling in Penstemon section Glabri (Scrophulariaceae). American Midland Naturalist, 132,
349-365.

Meyer, S. E., Kitchen, S. G. & Carlson, S. L. (1995). Seed germination timing patterns in
intermountain Penstemon (Scrophulariaceae). American Journal of Botany, 82, 377-389.

Picciau, R., Pritchard, H. W., Mattana, E. & Bacchetta, G. (2019). Thermal thresholds for seed
germination in Mediterranean species are higher in mountain compared with lowland areas.
Seed Science Research, 29, 44-54.

R Core Team (2016). R: A language and environment for statistical computing, Vienna, Austria: R
Foundation for Statistical Computing.

Ramirez-Valiente, J. A., Sinchez-Gomez, D., Aranda I. & Valladares F. (2010). Phenotypic
plasticity and local adaptation in leaf ecophysiological traits of 13 contrasting cork oak
populations under different water availabilities. Tree Physiology, 30, 618—627.

Rojo, A. & Rodriguez, J. (2002). La flora del Pedregal de San Angel. Mexico City, Mexico:
Instituto Nacional de Ecologia.

Royal Botanic Gardens Kew. (2019) Seed Information Database (SID). Version 7.1. Available
from: http://data.kew.org/sid/ (April 2019).

Rzedowski, G. C. & Rzedowski, J. (2005). Flora fanerogdamica del Valle de México. Patzcuaro,
Michoacan, Mexico: Instituto de Ecologia, A. C., CONABIO.

Siebe, C. (2000). Age and archaeological implications of Xitle volcano, southwestern Basin of
Mexico-City. Journal of Volcanology and Geothermal Research, 104, 45—64.

Silvertown, J. & Charlesworth D. (2001). Introduction to plant population biology (4th ed.).
Oxford, UK: Blackwell Science.

Thompson, K., Gaston, K. J. & Band, S. R. (1999). Range size, dispersal and niche breadth in the

herbaceous flora of central England. Journal of Ecology, 87, 150-155.

The Society for the Study of Species Biology

Page 24 of 39



Page 25 of 39

565
566
567
568
569
570

571

Plant Species Biology

Thompson, P. A. (1970). Characterization of the germination response to temperature of species
and ecotypes. Nature, 225, 827-831.

Vidigal, D. S., Marques, A., Willems, L. A. J., Buijs, G., Mendez-Vigo, B., Hilhorst, H. M.,
Bentsink, L., Pico, F. X. & Alonso-Blanco, C. (2016). Altitudinal and climatic associations of
seed dormancy and flowering traits evidence adaptation of annual life cycle timing in
Arabidopsis thaliana. Plant Cell and Environment, 39, 1737-1748.

Zar, J. H. (2010). Biostatistical analysis (5th ed.). New Jersey, USA: Prentice Hall.

The Society for the Study of Species Biology



Plant Species Biology

TABLE 1. The cardinal temperatures (°C), the thermal time for sub- and supra-optimal temperature

(°Cd) and temperature range for germination for the two species in laboratory-storage treatments

(subpopulation 50% =+ standard deviation).

Species Treatment | T T, T, 07(50) O1(s0) Range of
suboptimal | supraoptimal | temperature
for
germination
Echeveria REPSA-0 | 6.11 | 23.33 | 33.15 | 80.00 = —45.66 +3.26 | 27.04
gibbiflora == + + 12.48
0.27 1 0.28 | 1.58
REPSA-2 | 5.11 | 23.60 | 33.85 | 86.21 —47.85+5.18 | 28.74
+ + + 17.06
0.40 | 0.31 1.82
PECM-0 5.45 | 23.79 | 3191 | 80.65+ —35.59+3.73 | 26.46
+ + + 6.18
0.82 |1 0.11 |0.32
PECM-2 6.69 | 23.63 | 32.50 | 64.94 + -33.90+4.48 | 25.81
+ +0.36 |+ 11.79
0.26 1.29
Penstemon REPSA-0 | 8.81 |22.90 | 38.47 |84.75+ —-93.46 + 29.66
campanulatus + + + 6.07 12.66
1.15 |1 0.08 | 4.69
REPSA-2 | 7.14 | 23.57 | 35.16 | 103.10 —72.46 £ 28.02
+ + + +29.20 27.21
093 1030 |1.17
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PECM-0 7.94 12295 | 4042 | 78.13 -90.09 + 32.48
+ + + 17.00 67.52
0.15 | 1.15 17.17

PECM-2 8.56 | 22.94 | 34.56 | 68.49 + —55.56 +4.88 | 26.00
+ + + 8.40
0.82 | 0.63 1.05
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TABLE 2. The cardinal temperatures (°C), the thermal time for sub- and supra-optimal temperature

(°Cd) and temperature range for germination for the two species in burial treatments (subpopulation

50% + standard deviation).

Species Treatment | T T, T, 07(s0) 07(s0) Range of
suboptimal | supraoptimal | temperature
for
germination
Echeveria RR 10.19 | 22.48 | 33.35 | 38.02+ -33.56 £6.15 | 23.16
gibbiflora == + + 8.73
0.32 | 0.10 |0.55
RP 880 2392|3335 |49.75+ -31.15+£4.68 | 24.55
+ + + 20.26
1.39 | 1.05 |0.11
PP 9.03 | 2320 |34.15 | 41.67 % -32.26+7.99 | 25.12
+ + + 8.95
052 072 |3.72
PR 9.96 |22.98 |32.51 | 34.60=+ —25.25+£3.22 | 22.55
+ + + 1.95
0.58 |0.21 1.79
Penstemon RR 826 |2391 |3577 | 129.87 -98.04 + 27.51
campanulatus + + + 55.20 47.41
096 027 |1.62
RP 557 | 21.93 | 39.66 | 149.25 + -163.93 + 34.09
+ + + 43.12 205.41
2.60 |0.82 |09.11
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PP 5.86 | 23.51 |34.61 | 131.58+ —82.65+ 28.75
+ + + 55.64 32.95
0.67 | 056 |0.76

PR 10.33 | 23.77 | 32.87 | 72.46 + —49.51+£8.93 | 22.54
+ + + 20.59
0.26 |048 |0.81
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TABLE 3. The cardinal temperatures (°C), the thermal time for sub- and supra-optimal temperature

(°Cd) and temperature range for germination for the two species in the groups formed by the cluster

(mean =+ standard deviation).

Echeveria gibbiflora
Group Ty T, T. 07(50) 07(50) Range of
suboptimal | supraoptimal | temperature
for
germination
A 9.49+0.68 | 23.15+ 3334+ 41.01 + -30.56 £3.67 | 23.85+ 1.19
0.59 0.67 6.50
B 5.84+0.70 | 23.59 32.85+ 77.95 + —40.75+7.03 | 27.01 +1.26
+0.19 0.84 9.11
Penstemon campanulatus
Group Ty T, T. 07(50) 017(50) Range of
suboptimal | supraoptimal | temperature
for
germination
A 8.03+£1.67 | 23.54+ 34.59 + 101.10 £ —71.64 £ 26.56 +2.46
0.37 1.08 30.18 19.79
B 7.44+1.68 | 22.59 + 39.52 + 104.11 £ —115.83 + 32.08+2.24
0.58 0.98 39.24 41.69
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Figure legends.

FIGURE 1. Hourly daily course of the mean-soil temperature (+ standard error) for the duration of

the seed-burial treatments (two months) in REPSA (squares) and PECM (circles).

FIGURE 2. The final seed-germination percentages of E. gibbiflora and P. campanulatus (mean +
standard error) in laboratory-storage treatments. The treatments are indicated according to the
“material and methods” section. Different letters represent significant differences between the

treatments for each species.

FIGURE 3. The final seed-germination percentages of E. gibbiflora and P. campanulatus (mean +
standard error) in burial treatments. The treatments are indicated according to the “material and
methods” section. Different letters represent significant differences between the treatments for each

species.

FIGURE 4. The relationship between GR s, (day ') and temperature (°C) in E. gibbiflora and P.
campanulatus for burial and temperature treatments as well as laboratory storage and temperature

treatments. The treatments are indicated according to the “material and methods” section.

FIGURE 5. The dendogram of the cluster analysis for a) E. gibbiflora and b) P. campanulatus.
Formed groups are presented for each of them. The treatments are indicated according to the

“material and methods” section.
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Table S1. The cardinal temperatures (°C) and thermal time for sub- and supra-optimal temperatures (°Cd) for all the seed subpopulations (10—

90%) of the two species in storage treatments.

Species | Treatment | Parameter Subpopulation
10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% c

Ty 5.49 5.76 5.93 6.03 6.11 6.16 6.19 6.29 6.33 0.27
T, 22.59 22.96 23.15 2324 | 2333 23.35 23.33 23.44 23.47 0.28
REPSA-0 T. 37.51 34.66 33.85 33.43 33.15 32.94 32.76 32.62 32.51 1.58
07 sub- 60.98 67.57 72.46 76.34 80.00 83.33 86.96 92.59 101.01 | 12.48
0r supra- -52.91 -45.66 -44.84 | -45.05 | -45.66 | -46.51 | -47.62 | -49.50 -53.19 3.26
Ty 5.53 5.45 5.34 5.22 5.11 4.97 4.85 4.64 4.29 0.40
s T, 24.27 23.99 23.78 23.65 23.60 23.50 23.51 23.38 23.28 0.31
% REPSA-2 T, 38.92 35.47 34.59 34.14 33.85 33.62 33.43 33.26 33.09 1.82
S 07 sub- 61.73 70.42 76.34 81.30 86.21 90.91 97.09 104.17 116.28 | 17.06
.§° 0r supra- -48.31 -43.86 -44.64 | -46.08 | -47.85 | -49.75 | -52.08 | -54.95 -59.88 5.18
§ Ty 3.65 4.53 4.94 5.22 5.45 5.65 5.84 6.05 6.28 0.82
% T, 24.01 23.95 23.84 23.84 | 23.79 23.80 23.74 23.76 23.64 0.11
~ PECM-0 T, 32.73 32.29 32.10 31.99 31.91 31.84 31.79 31.76 31.75 0.32
07 sub- 72.46 75.19 76.92 78.74 80.65 82.64 84.75 87.72 91.74 6.18
0r supra- -31.06 -32.36 -33.44 | -34.60 | -35.59 | -36.76 | -38.02 | -39.84 -42.74 3.73
Ty 7.16 6.95 6.85 6.74 6.69 6.62 6.52 6.45 6.29 0.26
PECM-2 T, 24.36 24.03 23.88 23.73 23.63 23.59 23.46 23.35 23.21 0.36
T, 36.15 33.61 33.00 32.70 32.50 32.36 32.23 32.12 32.01 1.29
0r sub- 46.51 53.19 57.80 61.35 64.94 68.49 71.94 76.92 84.03 11.79
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07 supra- -31.75 -29.85 -31.06 -32.47 | -33.90 | -35.59 | -37.45 -39.68 -43.48 4.48
Ty 6.18 7.55 8.15 8.52 8.81 9.06 9.29 9.55 9.94 1.15
T, 22.99 22.98 22.97 22.96 22.90 22.94 22.86 22.88 22.73 0.08
REPSA-0 T. 51.56 42.70 40.42 39.24 38.47 37.89 37.41 36.98 36.59 4.69
07 sub- 78.13 79.37 81.30 83.33 84.75 86.96 89.29 92.59 96.15 6.07
07 supra- -133.33 | -101.01 -95.24 -93.46 | -93.46 | -94.34 | -95.24 -98.04 -103.09 | 12.66
Ty 8.95 8.21 7.77 7.43 7.14 6.86 6.59 6.32 6.10 0.93
2 T, 24.20 23.89 23.81 23.66 23.57 23.57 23.52 23.36 23.16 0.30
;S REPSA-2 T. 33.27 33.99 34.45 34.82 35.16 35.49 35.85 36.31 37.05 1.17
§ 07 sub- 59.17 74.63 85.47 9434 | 103.09 | 112.36 | 121.95 133.33 151.52 | 29.20
§ 07 supra- -35.46 -47.85 -57.14 -64.94 | -72.46 | -80.65 | -90.09 | -102.04 | -121.95 | 27.21
% Ty 8.04 7.97 7.95 7.94 7.94 7.96 7.99 8.09 8.42 0.15
S5 T, 20.15 21.74 22.41 22.72 22.95 23.17 23.41 23.63 23.86 1.15
§ PECM-0 T. 91.17 49.62 44.24 41.87 40.42 39.36 38.49 37.67 36.73 17.17
& 07 sub- 49.75 60.24 67.57 72.99 78.13 83.33 88.50 95.24 103.09 17.00
67 supra- -294.12 | -121.95 | -102.04 | -94.34 | -90.09 | -87.72 | -86.96 -86.21 -86.96 | 67.52
Ty 6.72 7.66 8.08 8.35 8.56 8.74 8.92 9.11 9.39 0.82
T 24.74 22.56 22.74 22.84 22.94 23.02 23.10 23.09 23.14 0.63
PECM-2 T. 37.16 35.73 35.16 34.81 34.56 34.35 34.17 34.00 33.84 1.04
07 sub- 56.50 60.24 63.29 66.23 68.49 71.43 74.07 77.52 82.64 8.40
67 supra- -67.57 -53.19 -53.76 -54.35 | -55.56 | -56.50 | -58.14 -59.88 -63.69 4.87
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Table S2. The cardinal temperatures (°C) and thermal time for sub- and supra-optimal temperatures (°Cd) for all the seed subpopulations (10—

90%) of the two species in burial treatments.

Species | Treatment | Parameter Subpopulation
10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% c

T, 10.90 10.60 10.42 10.29 10.19 10.10 10.02 9.95 9.97 0.32
T, 22.69 22.58 22.55 22.50 22.48 22.47 22.42 22.37 22.38 0.10
RR T, 34.71 33.94 33.65 33.48 33.35 33.24 33.15 33.05 3291 0.55
07 sub- 23.98 29.07 32.57 35.34 38.02 40.65 43.48 46.73 51.55 8.73
Orsupra- | -24.51 -27.47 -29.76 -31.75 -33.56 -35.46 -37.45 -40.00 -43.86 6.15
T, 11.14 10.23 9.65 9.20 8.80 8.40 7.98 7.48 6.70 1.38
s T, 21.82 22.75 23.24 23.59 23.92 24.13 2433 24.77 25.26 1.05
% RP T, 33.08 33.20 33.26 33.31 33.35 33.38 33.41 33.43 33.38 0.11
S 0r sub- 22.27 31.45 38.17 44.05 49.75 55.56 62.50 71.43 86.96 20.26
.§° Orsupra- | -23.47 -26.32 -28.17 -29.67 -31.15 -32.47 -33.78 -35.84 -38.31 4.68
§ Ty, 9.98 9.60 9.37 9.19 9.03 8.89 8.73 8.56 8.32 0.52
% T, 21.50 22.46 22.81 23.05 23.20 23.38 23.51 23.68 23.82 0.72
~ PP T, 44.71 37.13 35.48 34.67 34.15 33.76 33.43 33.13 32.80 3.71
0r sub- 28.09 33.00 36.36 39.22 41.67 44.44 47.39 51.02 56.50 8.95
Orsupra- | -56.50 -37.74 -34.25 -32.89 -32.26 -31.95 -31.85 -32.05 -32.57 7.99
T, 8.76 9.32 9.60 9.80 9.96 10.10 10.24 10.40 10.62 0.58
PR T, 22.42 22.79 2291 22.95 22.98 23.04 23.08 23.07 23.09 0.21
T, 37.44 34.13 33.26 32.81 32.51 32.28 32.08 31.89 31.67 1.79
0r sub- 31.95 32.79 33.44 34.01 34.60 35.21 35.97 36.76 38.02 1.95
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Orsupra- | -35.21 -27.62 -26.11 -25.51 -25.25 -25.25 -25.32 -25.51 -26.04 3.22

Ty 9.49 8.95 8.67 8.46 8.26 8.04 7.75 7.29 6.23 0.96

T, 23.36 23.68 23.78 23.79 2391 23.92 24.04 24.22 2421 0.27

RR T, 33.40 34.33 34.90 35.36 35.77 36.19 36.67 37.34 38.75 1.62

07 sub- 54.35 81.30 100.00 114.94 129.87 144.93 163.93 188.68 232.56 55.20

07 supra- | -39.22 -58.82 -72.99 -85.47 -98.04 | -111.11 | -126.58 | -149.25 | -192.31 47.41

Ty -1.99 3.44 4.63 5.21 5.57 5.82 6.00 6.12 6.07 2.60

2 T, 22.80 22.39 22.26 21.97 21.93 21.82 21.55 21.15 19.96 0.82
§ RP T, 33.62 35.55 36.99 38.30 39.66 41.23 43.35 47.13 63.91 9.11
§ 07 sub- 98.04 109.89 125.00 136.99 149.25 163.93 178.57 196.08 232.56 43.12
S O7supra- | -42.74 -75.76 -104.17 | -131.58 | -163.93 | -200.00 | -250.00 | -344.83 | -714.29 | 205.41
% Ty 7.43 6.59 6.24 6.02 5.86 5.72 5.59 5.45 5.27 0.67
S5 T, 22.21 2291 23.18 23.28 23.51 23.56 23.71 23.96 24.01 0.56
é PP T, 33.43 33.95 34.23 34.43 34.61 34.80 35.01 35.32 35.99 0.76
& 07 sub- 48.54 78.13 99.01 114.94 131.58 147.06 163.93 188.68 227.27 55.64
07 supra- | -36.90 -53.19 -64.10 -73.53 -82.64 -91.74 | -103.09 | -117.65 | -142.86 32.95

Ty 9.59 10.02 10.18 10.27 10.33 10.37 10.40 10.40 10.31 0.26

T, 22.54 23.20 23.49 23.61 23.76 23.80 23.88 24.01 24.06 0.48

PR T, 35.20 33.69 33.25 33.01 32.87 32.77 32.70 32.69 32.81 0.81

07 sub- 42.19 53.19 60.61 66.67 72.46 78.13 84.75 93.46 108.70 20.59

Orsupra- | -41.15 -42.19 -44.64 -46.95 -49.50 -52.08 -55.25 -59.88 -68.49 8.93
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CAPIiTULOV

DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES

EL NICHO DE GERMINACION Y EL USO DE MODELOS UMBRAL PARA DETERMINAR SUS CARACTERISTICAS

TERMICAS

El nicho de germinacién es un componente esencial del nicho de regeneracién propuesto por
Grubb (1977). Entre las n-dimensiones que puede tener éste, la temperatura es de gran
relevancia, ya que junto con la disponibilidad de agua, es el principal factor que afecta
diferentes respuestas fisioldgicas de las semillas (Roberts 1988). Entre las caracteristicas
térmicas del nicho de germinacion se encuentran las temperaturas cardinales (Tv, To, y Tt) ¥
el tiempo térmico (0 1(0)). Dichas caracteristicas estan relacionadas con el nivel de latencia de
las semillas y, en consecuencia, con el intervalo de condiciones para que ocurra la
germinacion, lo que le conferira a las especies vegetales mayor adecuacion. En este contexto,
se han realizado muchos trabajos donde se han determinado las caracteristicas térmicas del
nicho de germinacion a través del uso de modelos umbral poblacional como el del tiempo
térmico. Por ejemplo, este modelo ha sido utilizado ampliamente para predecir la velocidad
de germinacién en especies de interés agricola, en malezas asociadas a cultivos y en especies
herbaceas (Garcia-Huidobro et al. 1982a; Bradford 1995; Moot et al. 2000; Trudgill et al.
2000; Bradford 2002; Rowse y Finch-Savage 2003; Diirr et al. 2015); sin embargo, su uso en
otro tipo de especies ha tenido auge s6lo hasta fechas recientes (Ordofiez-Salanueva et al.
2015; Arana et al. 2016; Galindez et al. 2017; Seal et al., 2017; Daibes y Cardoso 2018; Daibes
et al. 2019; Picciau et al. 2019). Es probable que el sesgo en las especies en donde se ha
evaluado el modelo umbral del tiempo térmico se deba a que en especies de interés agricola
se ha buscado, dada su importancia para el hombre, que las semillas presenten un bajo nivel
de latencia y que éstas tengan una respuesta germinativa uniforme ante diferentes
condiciones ambientales (Finch-Savage y Bassel 2016), por lo que la determinacion de las

temperaturas cardinales y el O7so) son relativamente sencillas a través del uso del modelo
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lineal simple. Algo similar ocurriria en el caso de malezas (la mayoria hierbas), ya que, al
considerarse perjudiciales para el crecimiento de las especies de interés agricola, algunas
estrategias de control se basan en evitar su germinacién, por lo que primero se deben
determinar los requerimientos térmicos o hidricos que éstas necesitan para la liberacion de
los complejos mecanismos de latencia que muchas poseen para su germinacion.

Sin embargo, la relacion entre la tasa de germinacion y la temperatura no necesariamente
es lineal (Orozco-Segovia et al. 1996; Hardegree 2006). Esta es la razon por la que en el
capitulo III la relacién entre estas dos variables se ajust6 a modelos no lineales especificos
para cada especie. De haberse evaluado la relaciéon a través de un modelo lineal simple,
parametros como la Ty, la T: y el O7s0) pueden carecer de sentido biolégico, por ejemplo,
temperaturas por debajo de 0°C o tan elevadas que se vea comprometida la actividad
enzimatica de las semillas. Muchas de las especies en las que recientemente se ha evaluado el
modelo umbral del tiempo térmico son silvestres y tienen una alta plasticidad en su respuesta
germinativa, ademas de que presentan una relacion no lineal entre la tasa de germinacién y la
temperatura. Esto se debe a multiples razones, como la presencia de ciclos de latencia durante
su permanencia en el suelo, requerimientos especiales para la germinacién como la
estratificacion, el afteripening (o postmaduracion), el ablandamiento de cubiertas o la
disolucién de sustancias inhibidoras de la germinacién, entre otras. Debido a esto el uso de
modelos no lineales es una buena alternativa para la determinaciéon de parametros como la
Tb, la T y el eT(so).

Un aspecto importante en donde aun no se llega a un consenso es en la manera en que
puedan incorporarse las temperaturas fluctuantes para construir el modelo umbral de tiempo
térmico. Si bien es cierto que en la naturaleza la temperatura ambiental presenta
fluctuaciones a lo largo del dia y que ésta actiia como un factor para que ocurra la germinacién
(Benech-Arnold et al. 2000; Baskin y Baskin 2014), la manera en que puedan incorporarse al
modelo aln se debate. Algunos autores sugieren que esta fluctuacion se incorpore al modelo a
través de la relacion entre la tasa de germinacion y la media (ya sea aritmética o ponderada)
de las temperaturas minima y maxima utilizadas (Garcia-Huidobro et al. 1982b; Rosback y
Poschlod 2015). A pesar de su importancia ecoldgica, Masin et al. (2017) argumentan que no
existen razones fisioldgicas para el uso de la media al evaluar la relacién; ademas los
mecanismos fisiol6gicos y moleculares mediante los cuales actda la temperatura fluctuante

aun no son del todo entendidos (Baskin y Baskin 2014).
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LA FILIACION BIOGEOGRAFICA DE LAS ESPECIES Y LAS CARACTERISTICAS TERMICAS DEL NICHO DE

GERMINACION: EL CASO DE LAS ESPECIES DEL PEDREGAL DE SAN ANGEL

Se ha propuesto que algunas caracteristicas térmicas del nicho de germinacién (Ty, To, Tt y el
Or50)) son especificos a cierta especie y de alguna manera pueden reflejar su origen
geoclimatico (Diirr et al. 2015). Si bien esta ampliamente documentado que las caracteristicas
térmicas del nicho de germinacién pueden reflejar las caracteristicas ambientales de la
temporada de crecimiento presentes en el sitio de donde son originarias las especies
(Thompson 1970a,b, 1973a,b; Thompson et al. 1999; Brandle et al. 2003; Ascough et al., 2007;
Mattana et al. 2010; Luna et al. 2012; Diirr et al. 2015), esto no necesariamente es un reflejo
del origen biogeografico de las mismas. El presente trabajo partié de la hipdtesis de que la
filiacion biogeografica de las especies es un determinante en la respuesta germinativa a la
temperatura y en las caracteristicas térmicas del nicho de germinacién. Sin embargo, los
resultados mostrados en el capitulo III muestran que no se encontrd relacion entre la filiacion
biogeografica de 18 especies presentes en la REPSA (tropical y templada) y las caracteristicas
térmicas de su nicho de germinacion (en especifico Ty y O1(s0); Martinez-Villegas et al. 2018).
La REPSA, que corresponde a la parte baja del Pedregal de San Angel, pertenece a la provincia
de la FTV que a su vez pertenece a la ZTMM, la cual representa una zona de transicién entre
dos reinos biogeograficos (Espinosa-Organista et al. 2008). Los sitios que pertenecen a la FTV
presentan especies que tienen diferentes filiaciones biogeograficas (Castillo-Argiiero et al.
2009), ademas de presentar una gran cantidad de elementos endémicos (Rzedowski 1991a,b).
Esto se debe a que el sitio fungia como un corredor norte-sur de diversos taxones
(Ferrusquia-Villafranca 2007). Estas zonas de transicidn biogeografica son de gran relevancia,
ya que en ellas existe interaccion de elementos tanto endémicos como de distinta filiacidn, las
cuales se favorecen gracias a los eventos historicos y ecolégicos que han acontecido en ellas
(Morrone 2005). Esta probablemente sea la razén por la que las caracteristicas térmicas del
nicho de germinacién se relacionaron con atributos funcionales de las especies y no con su
filiacion biogeografica. Durante la formacién de la FTV (Mioceno medio-Pleistoceno) el sitio
dejo de fungir como un corredor que conectaba a la biota de los reinos biogeograficos
Neartico y Neotropical, manteniendo a las poblaciones aisladas y favoreciendo la aparicién de
multiples endemismos, por lo que dichas poblaciones tuvieron que adaptar sus respuestas

fisioldgicas, entre ellas la germinacion, a las condiciones ambientales heterogéneas del sitio.
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Dado que muchas caracteristicas conductuales, morfolégicas y fisiologicas de los
organismos estan limitadas por su historia filogenética (Maynard Smith et al. 1985), es
probable que la relacion entre la filiacion biogeografica de las especies y las caracteristicas
térmicas de su nicho de germinacién se hubiera observado si se hubieran contrastado las
respuestas germinativas de especies presentes en sitios donde las relaciones filogenéticas
entre taxones den evidencia de que la zona se comporta como una unidad biogeografica
natural y no de zonas como la FTV que no se comportan de esta manera (Morrone 2001;
Corona et al. 2007). Sin embargo, los reportes de las caracteristicas térmicas del nicho de
germinacion, especialmente la Ty, y las relaciones filogenéticas de las especies no son
consistentes, mientras que en algunos trabajos si se encuentra dicha relacién (Rosback y
Poschlod 2015; Aréne et al. 2017) en otros ésta no es significativa (Fang et al. 2017). Respecto
a esto, Aréne et al. (2017) argumentan que la T}, ha evolucionado gracias a las presiones de
seleccién del habitat de las especies, dando soporte a la idea de que las caracteristicas
térmicas del nicho de germinacién entre especies de filiaciones biogeograficas contrastantes
hubieran sido significativamente diferentes si se hubieran comparado especies cuyo
desarrollo se hubiera dado en sitios contrastantes.

De las 18 especies abordadas en este estudio, 15 son nativas al Valle de México, por lo que
su historia evolutiva se ha llevado a cabo en el sitio. Las tres especies restantes son
introducidas de sitios fuera del territorio nacional, tal es el caso de Leonotis nepetifolia (Africa
tropical), Nicotiana glauca (Sudamérica) y Reseda Iluteola (Europa) (Rzedowski y Rzedowski
2005; Castillo-Argiiero et al. 2009, Tabla 1.1). Las caracteristicas térmicas del nicho de
germinacion de estas especies resultaron interesantes. Por ejemplo, en L. nepetifolia se
registr6 un porcentaje alto de germinacion en oscuridad (>80%), la mayor Ty (21.49°C) y un
bajo 7o) (7.80°Cd); estos requerimientos térmicos, en especial la Ty, pueden ser reflejo de
las caracteristicas ambientales de su lugar de origen (Africa tropical) que le confieren una
estrategia invasora. Los trabajos floristicos realizados sugieren que la especie fue introducida
al pais entre 1900 y 1950 y, a pesar de su amplia distribucién y de su capacidad invasiva
(Rzedowski y Rzedowski 1990), es probable que este tiempo alin sea muy poco como para
que la especie presente una T}, similar al del resto de las especies estudiadas (<13°C). Dado el
relativamente poco tiempo que la especie estd presente en el pais, es probable que los
requerimientos térmicos para la germinacién de la especie ain sea reflejo de las condiciones
térmicas experimentadas por sus ancestros (Fernandez-Pascual et al. 2019). La temperatura

ambiental reportada para la REPSA durante la temporada de lluvias es de 17.6 * 3.9°C (junio-
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julio; Vivar-Evans et al. 2006), sin embargo en la superficie del suelo puede alcanzar
temperaturas de entre 25 y 30°C (Mendoza-Herndndez et al. 2014). Leonotis nepetifolia se
presenta en sitios perturbados, principalmente en donde hay acumulacién de roca volcanica
fragmentada. Al tener un 610y tan bajo esta especie puede germinar rapidamente durante los
breves periodos en que la temperatura supere su Ty, siendo esta una de las posibles causas de
su capacidad invasora.

Por otra parte, las otras dos especies introducidas (N. glauca y R. luteola) tuvieron Ty
similar a las del resto de las especies nativas (entre 5.41 y 12.93°C); probablemente esto se
deba a que las especies llevan mas tiempo experimentando las condiciones ambientales del
sitio comparado con el que tiene L. nepetifolia, ya que su introduccién al territorio nacional
data de la época de la Colonia (Rzedowski y Rzedowski 2005). Especialmente en N. glauca no
se tiene registro previo de la T, sin embargo en N. longiflora esta temperatura es de 14°C
(Faccini y Puricelli 2006). Esta T}, es mayor a la registrada para N. glauca, no obstante, sigue
estando por debajo de la T}, registrada para L. nepetifolia, P. subpeltata y D. stramonium y
también por debajo de la temperatura registrada en el REPSA durante la temporada de
crecimiento.

Ademas de L. nepetifolia, otras dos especies presentaron T, muy superiores al del resto
de las especies estudiadas, P. subpeltata (19.83°C) y D. stramonium (21.33°C), las cuales tienen
comportamiento de malezas (Castillo-Argiiero et al. 2009). La germinacién en P. subpeltata no
ha sido evaluada, sin embargo, en otras especies del género si se han realizado estudios de la
respuesta germinativa. Benvenuti et al. (2001) evaluaron el efecto de la temperatura sobre la
germinacion de P. incarnata, y determinaron que la mayor velocidad y porcentaje fue a 35°Cy
la T, fue de 23.9°C. En este estudio también se encontré que el porcentaje de germinacion
tiene un aumento progresivo de 20 a 35°C. Estos resultados son similares a los registrados en
este trabajo, y concluyen que el mayor porcentaje de germinaciéon a 35°C es un reflejo del
origen tropical de P. incarnata. Passiflora suppeltata puede tener una T, alta por esta misma
razon, aunque también puede deberse a que en la REPSA, la especie crece entre la roca
basaltica, que llega presentar temperaturas muy elevadas.

Por otra parte, existe un mayor numero de estudios sobre la germinacién de D.
stramonium. En poblaciones europeas de esta especie (una portuguesa, una espafola y otra
italiana) se han reportado T, menores a las encontradas en este trabajo (entre 7.4 y 13.8°C,
Loddo et al. 2013). A través de una serie de experimentos de jardin comun realizados con

estas mismas tres poblaciones, Loddo et al. (2014) encontraron que tanto el porcentaje como
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la velocidad de germinacién dependieron de las condiciones ambientales que experimentaron
las semillas de cada poblacion después de la dispersion, dando evidencia de adaptacion local.
Es probable que la poblaciéon de la REPSA presente Ty alta por la temperatura que llega a
alcanzar el sustrato basaltico durante la temporada de crecimiento, y dada su amplia
distribucion en sitios perturbados del pais (Rzedowski y Rzedowski 2005) es probable que
también presente adaptacién local.

Un alto porcentaje de las especies de la REPSA se comportan como malezas (47%). Entre
éstas se encuentran C. bipinnatus, D. coccinea, T. tubiformis, W. urens, S. tiliifolia, P. icosandra,
R. luteola y N. glauca, siendo anuales algunas de ellas (Castillo-Argiiero et al. 2009; Tabla 1.1).
Este grupo de malezas presentaron T, menores a 13°C y Orsoy similares, por lo que la
germinacion puede ocurrir al mismo tiempo, lo que provocaria que haya competencia entre
las plantulas; entonces una alta T, podria actuar como un mecanismo que permitiria a L.
nepetifolia, P. subpeltata y D. stramonium evitar la competencia con el resto de las malezas.
Daws et al. (2002) demostraron que las diferencias en los requerimientos de diferentes
factores para la germinacién de cuatro especies del género Piper evitaron la competencia
entre ellas y favorecid su coexistencia. Sin embargo, en este trabajo sélo se evaluaron pocos
elementos del nicho de germinacion de las especies (Ty y O1(s0)), por lo que se requeririan
estudios sobre la caracterizacién de otras dimensiones del nicho de germinacién (radiacion

solar, potencial hidrico, entre otros) para poder asegurar que ocurre algo similar.

EL HABITAT Y SU RELACION CON LAS CARACTERISTICAS TERMICAS DEL NICHO DE GERMINACION

Como se mencioné anteriormente, el Pedregal de San Angel se caracteriza por estar asentado
en un amplio intervalo de altitudes (2240-3100 m snm) y por presentar un relieve muy
heterogéneo, por lo que presenta zonas con diferentes condiciones ambientales, donde se han
desarrollado diferentes asociaciones vegetales (Cano-Santana et al. 2006). A pesar de que la
dominancia de las especies difiere entre dichas asociaciones, hay ciertas especies que se
comparten entre ellas, por lo que es razonable pensar que las respuestas fisioldgicas de las
especies van a estar determinadas por las condiciones ambientales de cada sitio mas que por
su filiacién biogeografica, formando poblaciones locales bien diferenciadas. Esto es a lo que
probablemente se refieren Diirr et al. (2015), cuando argumentan que la respuesta

germinativa es un reflejo del origen geoclimatico de las especies.
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Ya que no se encontrd relaciéon entre la filiaciéon biogeografica de las especies y las
caracteristicas térmicas del nicho de germinacion, en el capitulo IV se investigd si estas
ultimas difieren entre poblaciones locales presentes en sitios contrastantes en altitud dentro
del Pedregal de San Angel (REPSA y PECM), y por lo tanto en las condiciones ambientales que
experimentan los individuos. Se han propuesto diferentes métodos para evaluar si las
diferencias en las respuestas fenotipicas de diferentes poblaciones locales se determinan
genética o ambientalmente, a través del registro de alguna medida fenotipica de adecuacién
utilizando trasplantes reciprocos y/o experimentos de jardin comun (Conover y Schultz 1995;
Mazer y LeBuhn 1999; Kawecki y Ebert 2004; Blanquart et al. 2013).

A través de estos procedimientos (trasplantes reciprocos y experimentos de jardin
comun) se puede encontrar una gran variedad de respuestas. Una de ellas es que un fenotipo
expresado por una poblacién local se mantenga constante bajo diferentes condiciones
ambientales. Cuando la expresiéon del fenotipo en los individuos de una poblacién local
depende de las condiciones ambientales a las cuales éstos se exponen da evidencia de
adaptacion local (es decir, que la interaccién poblacion local x habitat sea significativa;
Kawecki y Ebert 2004). Otra respuesta encontrada puede dar indicio de “robustez”
(robustness), es decir, la produccién de un mismo fenotipo bajo diferentes condiciones
ambientales (Boukhibar y Barkoulas 2016). Los resultados presentados en el capitulo IV
(porcentaje final de germinacion y caracterizaciéon de Ty, To ,T: ¥ O750)) Se obtuvieron a partir
de la siembra de semillas de dos especies (E. gibbiflora y P. campanulatus) que proceden de
dos poblaciones locales dentro del Pedregal de San Angel (REPSA y PECM) recién
recolectadas, almacenadas en laboratorio durante dos meses y enterradas dos meses en
campo reciprocamente. Este procedimiento permitié diferenciar si las respuestas evaluadas
se debian a las condiciones ambientales que experimentan las semillas después de la
dispersion o a las condiciones experimentadas por la planta parental durante el desarrollo de
las semillas (efecto materno; Fenner 1991). Las poblaciones locales fueron escogidas de esos
dos sitios ya que hasta antes de la década de 1950, el Pedregal de San Angel representaba un
continuo de vegetacién bien conservado, sin embargo, a partir de la urbanizacién de la zona
sur de la Ciudad de México, esta area fue fragmentada y se produjeron grandes parches de
vegetacion, entre ellos la REPSA y el PECM, que mantienen aisladas a las poblaciones que se
presentan en ellas (Cano-Santana et al. 2006). Los sitios donde se presentan las poblaciones
locales contrastan en altitud y, por lo tanto, en su temperatura y precipitacion (Cano-Santana

etal. 2006).
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La relacion entre las caracteristicas térmicas del nicho de germinacién y el sitio de
procedencia de las semillas se ha observado en especies que crecen a diferentes altitudes,
principalmente en la T}, y el O7s0), y representa una adaptacién al ambiente térmico de los
individuos (Arana et al. 2016; Picciau et al. 2019). Dado el poco nimero de especies que se
estudiaron en el capitulo IV, no se pudo establecer si algin atributo especifico afectd esta
relacién. Tampoco se encontré una respuesta similar en las dos especies estudiadas, por lo
que se podria concluir que cada una de las especies que habitan sitios contrastantes mostrara
una respuesta tal que le permita incrementar su supervivencia, adecuacion y la persistencia
de su poblacién. Una de estas posibles respuestas puede ser que exista una diferenciacién
genética entre los individuos de las dos poblaciones estudiadas, como podria sugerir la
respuesta que se observé en P. campanulatus. En esta especie, la germinacién fue
significativamente menor en las semillas que provenian de la REPSA con respecto a las de
PECM, tanto en semillas recién recolectadas, almacenadas dos meses y enterradas
reciprocamente. Las semillas de las especies de este género presentan latencia fisioldgica, la
cual se caracteriza por presentar diferentes niveles de profundidad (Baskin y Baskin 2014), y
su liberacién diferencial en el tiempo se ha interpretado como una estrategia de historia de
vida en ambientes estocasticos para preservar poblaciones locales (Adondakis y Venable
2004). Esta estrategia de historia de vida es la que Seger y Brockmann (1987) denominan
como bet-hedging (o mejor apostador) y se presenta en ambientes altamente heterogéneos.
De acuerdo a estos autores, esta estrategia se relaciona con la inversién a la reproducciéon y
sobrevivencia de la descendencia, donde al reducir la variabilidad invertida en la
reproduccién favorecerd la adecuacién de organismos que habitan ambientes altamente
variables e impredecibles (Seger y Brockmann 1987). Es probable que la diferencia en los
porcentajes de germinacién en las dos poblaciones se deba a que sus semillas presentan
latencia con diferente nivel de profundidad; de esta manera las poblaciones expresarian la
estrategia bet-hedging de manera diferencial. Por este motivo, se requiere de un estudio mas
detallado sobre pérdida de latencia durante la permanencia de semillas en el suelo para
determinar si la especie sigue esta estrategia.

Otra respuesta que se puede encontrar es que una o las dos poblaciones presenten
adaptacion local, como la que se encontr6 en E. gibbiflora. En este caso sélo se observé que las
semillas de la poblaciéon de la REPSA fueron sensibles a las condiciones ambientales que
experimentaron las semillas después de la dispersion, mientras que las del PECM no. Las

semillas de la REPSA que fueron enterradas en el PECM redujeron su porcentaje de
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germinacion, y es probable que esto se deba a que las condiciones ambientales de este sitio no
sean las favorables para la adecuaciéon de los individuos, por lo que la reducciéon en el
porcentaje de germinacion indicaria un aumento en el nivel de latencia. Por otra parte, las
semillas almacenadas dos meses en laboratorio no presentaron diferencias en su porcentaje
de germinacion con respecto a las recién recolectadas. Estos dos resultados sugieren que la
reduccién en la germinaciéon de las semillas de la REPSA se debié a las condiciones
ambientales experimentadas por las semillas durante su permanencia en el suelo y no a efecto
materno.

Los resultados obtenidos al determinar las temperaturas cardinales y el Orso) se
relacionaron con el nivel de latencia; ademas, las semillas que no germinaron no mostraron
sefales de pudricion. En E. gibbiflora se encontr6 que la T: fue similar entre todos los
tratamientos, pero la T, fue mayor en las semillas enterradas que en las almacenadas, lo que
indica una menor amplitud del intervalo de temperatura para que ocurra la germinaciéon en
estas ultimas. Por otra parte, en P. campanulatus la Ty, fue similar en todos los tratamientos,
mientras que la T fue menor en semillas recién recolectadas con respecto a las almacenadas
en laboratorio y en las enterradas, lo que indica una mayor amplitud en el intervalo de
temperatura para que ocurra la germinacién de estas dltimas. La amplitud de este intervalo
ofrece un estimado del nivel de latencia que presenta un lote de semillas; un intervalo amplio
indica un nivel bajo de latencia, mientras que un intervalo menor indica un nivel alto de
latencia (Benech-Arnold et al. 2000; Batlla y Benech-Arnold 2015). Esto refuerza la idea de
que en E. gibbiflora las condiciones que experimentan las semillas durante el enterramiento
pudieron ser adversas para que ocurriera la germinacion y, de esta manera, la reduccion en el
intervalo de temperatura podria indicar que estas semillas entran en latencia y se incorporan
al banco. Esta especie se ha reportado en el banco de semillas de la REPSA, lo que refuerza
esta idea (Martinez-Orea et al. 2010). Caso contrario en P. campanulatus, donde tanto las
condiciones experimentadas durante el enterramiento como los cambios fisiolégicos durante
el almacenamiento en laboratorio (tiempo durante el cual puede ocurrir afteripening)
causaron que el intervalo de temperatura para la germinacién fuera amplio, lo que indica una
liberacion de la latencia. Para el caso especifico de P. campanulatus, es probable que el
enterramiento y el afteripening tengan el mismo efecto fisiolégico sobre la germinacién. Es
necesario ahondar en este tema por dos razones. La primera es que no se ha documentado la
presencia de esta especie en el banco de semillas de la REPSA (Martinez-Orea et al. 2010); sin

embargo, P. roseus, que habita tanto en la REPSA como en el PECM, tiene el potencial de
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incorporarse al banco (Belmont et al. 2018), al igual que otras especies de este género (Meyer
y Kitchen 1992; Meyer et al. 1995). La segunda es debido a que se sabe poco sobre el
mecanismo fisiologico del afteripening, a pesar de que se conoce que existe un efecto de la
temperatura a la cual ocurre este proceso sobre la pérdida de latencia (Chantre et al. 2009;
Baskin y Baskin 2014).

Una respuesta que comparten E. gibbiflora y P. campanulatus es la reduccion del O 7o) en
las semillas que fueron enterradas; sin embargo, su efecto no fue significativo. Durante su
permanencia en el suelo, las semillas experimentan las condiciones ambientales del sitio
donde se desarrollara la plantula (efecto post-dispersion), entre ellas la temperatura. El efecto
fisiolégico de esta temperatura se acumula en las semillas incrementando o reduciendo su
nivel de latencia, y se vera reflejado en el B7sg) requerido para la germinaciéon (Fernandez-
Pascual et al. 2019). La reduccién en el 870y observado en este trabajo da idea de que el nivel
de latencia disminuye mientras las semillas permanecen en el suelo, y es probable que esto se
deba al efecto acumulado de la temperatura experimentada en campo. Sin embargo, la
amplitud del intervalo de temperatura para que ocurra la germinaciéon, dado por las
temperaturas cardinales, muestran que sélo en P. campanulatus la latencia disminuyd,
mientras que en E. gibbiflora no. Estas respuestas hacen pensar que se requiere uniformidad
en los pardmetros germinativos que deben evaluarse al momento de realizar estudios sobre
liberacion de la latencia. El papel de la temperatura sobre los procesos fisioldgicos es de gran
relevancia, ya que este factor experimentado por la semilla no sélo tendra efecto en su
germinacion o en el estado de latencia que presenten, sino también va a influenciar a los
estadios posteriores del ciclo de vida del nuevo individuo e incluso a sus descendientes
(historia térmica), creando de esta forma una memoria térmica que le conferira a los
individuos plasticidad en la respuesta germinativa ante las condiciones heterogéneas del sitio

(Fernandez-Pascual et al. 2019).

ATRIBUTOS ESPECIFICOS Y SU RELACION CON LAS CARACTERISTICAS TERMICAS DEL NICHO DE

GERMINACION

Ademas de la filiacidn biogeografica de las especies y de las condiciones ambientales donde se
desarrollan los individuos, existen otros factores que afectan la respuesta germinativa y las
caracteristicas térmicas del nicho de germinacién. Uno de estos factores esta relacionado con

la historia de vida de las especies. Los resultados del capitulo III muestran que las semillas de
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las especies anuales presentaron Orig) menores con respecto a la perennes, es decir, una
mayor velocidad en la respuesta germinativa de las especies anuales; por otra parte, la T, no
fue significativamente diferente entre especies anuales y perennes. Esta diferencia en el 870
entre especies anuales y perennes ha sido ampliamente documentada (Monks et al. 2009; Xu
et al. 2014; Zhang et al. 2015). Es probable que en la REPSA las especies anuales presenten
mayor velocidad de germinacidn ya que éstas tienen entre cuatro y cinco meses, que es lo que
dura la temporada de lluvias en la REPSA, para completar su ciclo de vida, es decir, las
semillas que germinen rapidamente al inicio de la temporada de crecimiento podran
completar su ciclo de vida y las que no germinen seran capaces de incorporarse al banco. Por
otra parte, las especies perennes son menos comunes en el banco (Thompson et al. 1998), por
lo que deberan germinar y formar alguna estructura de perennaciéon durante su primera
temporada de crecimiento, ya que pueden retrasar su reproducciéon durante algunas
temporadas de crecimiento. Es probable que esta diferencia se deba a que en ambas
estrategias la asignacion de recursos es diferencial a cada uno de los procesos demograficos,
es decir, las especies perennes tienen una mayor asignacion a la supervivencia, mientras que
las especies anuales asignan mas recursos al crecimiento y la fecundidad (Silvertown et al.
1993). La T}, no se relaciond con el tipo de ciclo de vida de las especies (anual o perenne), ya
que, como se mencioné anteriormente, este requerimiento esta relacionado principalmente
con las presiones de seleccion presentes en el habitat de las especies (Aréne et al. 2017).

Otro factor relacionado con la capacidad germinativa de las semillas y con la adecuacién
de las plantulas es el tamano de las semillas. Este efecto se ha reportado a nivel intra e
interespecifico (Meyer et al. 1995; Milberg et al. 1996; Zhang y Hamill 1997; Xu et al. 2014).
La diferencia en el tamafio de las semillas puede deberse a diferentes factores tales como el
ambiente térmico de las plantas parentales, que afecta al tamafio del embrién y del
endospermo, la cantidad y composicién de sustancias de reserva y algunas caracteristicas
anatémicas de las estructuras que conforman a la semilla (Boesewinkel y Bouman 1984;
Fernandez-Pascual et al. 2019). En el capitulo III se evalué si existia una relacién en el tamafio
de las semillas a nivel especie y la forma de vida de éstas (herbacea, arbustiva y arbérea) o las
caracteristicas térmicas del nicho de germinacién, sin embargo, ninguna de estas relaciones
resultd significativa. Se ha documentado que dentro de diferentes grupos funcionales (por
ejemplo, en plantas anuales, bianuales y arboles, entre otros) el tamafio de las semillas
presenta una gran variaciéon (Coomes y Grubb 2003), incluso entre los individuos de una

misma especie (Venable 1985; Imbert 2002). Debido a esta heterogeneidad en el tamafio de
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las semillas, no es raro que dicha relaciéon no se haya encontrado en este trabajo. En donde si
se ha reportado esta relacion es en las especies de diferentes estadios sucesionales donde, de
manera general, se ha observado que las especies sucesionalmente tempranas producen
muchas semillas pequefias con algin grado de latencia, mientras que las tardias tienen pocas
semillas grandes no latentes; estas caracteristicas se relacionan con la capacidad competitiva
y colonizadora de las especies (Tilman 1990; Rees 1993) que, a su vez, estan relacionadas
estrechamente con las estrategias de historia de vida r y K (MacArthur y Wilson 1967).

Los trabajos en donde se evalda la relacién entre el tamafio de la semilla y las
caracteristicas térmicas del nicho de germinaciéon son escasos. Zhang et al. (2015) no
encontraron una relacion entre la T}, y el tamafio de las semillas en especies con metabolismo
fotosintético C3 y C4 de un pastizal templado en China. De igual manera, Arene et al. (2017)
mostraron que, en general, la T, incrementa con el tamafo de las semillas; sin embargo, al
evaluar la relacion de acuerdo con el bioma que habitan las especies, la relacién entre la Ty, y
el tamano de las semillas fue significativa, y la fuerza y la direccién de dicha relaciéon dependid
del bioma (negativa en climas Mediterraneos y positiva en el trépico seco). De igual manera, el
trabajo de Arene et al. (2017) muestra que la relacién entre la Ty y el tamafio de las semillas
fue negativa en plantas anuales y perennes dependiendo del bioma que habitan las especies.
Ellos atribuyen esta relacion a dos causas, la primera a que los datos recolectados para su
analisis provenian de semillas tropicales grandes (con altas T,) y semillas templadas
pequefias (en general, con T, bajas). La segunda causa es que las semillas de especies
perennes (generalmente de gran tamafio) no pueden escapar de temperaturas bajas, ya que
por su tamano son poco eficientes para incorporarse al banco, por lo tanto, su T, para la
germinacion debe ser baja; por otra parte, las especies anuales tienen T, mayor porque
pueden incorporarse al banco, escapando de esta forma de las bajas temperaturas y germinar
durante la época del afio en donde la temperatura se eleva. Esta relacion podria evaluarse en

el Pedregal de San Angel si se poseyera informacién de un mayor nimero de especies.
CONSIDERACIONES FINALES

La respuesta germinativa ante diferentes factores ambientales es un reflejo de las condiciones
que afectaran el desempefio de todos los estadios del ciclo de vida de las plantas, por lo que su

papel en la estructura de las poblaciones, en la composicién y abundancia de las comunidades

y en el funcionamiento de los ecosistemas es indiscutible (Grubb 1977; OIff et al. 1994;
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Poschlod et al. 2013; Jiménez-Alfaro et al. 2016), asi que su caracterizacion es esencial. En
este sentido, la evaluacion de la plasticidad en la respuesta germinativa ante diferentes
factores ambientales y la caracterizacion de requerimientos para la germinacion tales como la
Ty o el Brse), permiten no sélo entender la presencia de las especies en su habitat, sino
también pueden utilizarse para evaluar el impacto que tendran los cambios de temperatura
en todos estos niveles de organizacion (Ellis et al., 1986; Bradford, 2002). A pesar de que en
este trabajo se evaluaron la capacidad germinativa de algunas especies del Pedregal de San
Angel, algunas caracteristicas térmicas de su nicho de germinacién y la plasticidad que
presentan, ain quedan algunos problemas por analizar, tales como la relaciéon que hay de
estas respuestas con el estado sucesional del sitio (y por lo tanto, de las especies que
contiene), el tamafio de la semillas, el efecto de la permanencia dentro del banco de semillas o
el comportamiento germinativo entre especies que muestren procedencias con caracteristicas
ambientales mas contrastantes a las aqui evaluadas. Una de las prioridades de estudio es
determinar algunas caracteristicas hidricas del nicho de germinacidn, tales como el potencial
hidrico base (1) o el tiempo hidrico (6#). Estos dltimos son de gran importancia, ya que el
incremento de la temperatura que actualmente esta ocurriendo trae como consecuencia una
disminucién en la disponibilidad de agua para que las plantas realicen sus funciones
fisiolégicas, entre ellas la germinacién. De esta manera, estas caracteristicas hidricas para la
germinacion, junto con la T}, y el B0y v a través del modelo umbral del tiempo hidrotérmico
ayudaran a entender algunos efectos del cambio climatico sobre caracteristicas de las

especies, tales como la persistencia y la colonizacién de nuevos habitats.

CONCLUSIONES GENERALES

Con base en los resultados obtenidos en los capitulos de este trabajo y en la discusion
realizada sobre éstos, se formulan las siguientes conclusiones generales:

1. La filiacion biogeografica de las especies y su forma de vida (herbacea, arbustiva o
arborea) no se relacionaron con las caracteristicas térmicas del nicho de germinacion (T y
0 1(s0)) ni con el peso de las semillas.

2. El tipo de ciclo de vida de las especies (anual o perenne) se relacioné
significativamente con el Orsg). Las especies anuales tuvieron valores bajos para esta
caracteristica (lo que implica mayor velocidad de la germinacién), mientras que en las

perennes sus valores fueron altos (lo que implica una menor velocidad de la germinacion).
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3. Hay un efecto de la procedencia de las semillas sobre el porcentaje de germinacién so6lo
en P. campanulatus; por otra parte, en E. gibbiflora y P. campanulatus no existe un efecto de la
procedencia de las semillas sobre las temperaturas cardinales (T y Tt) ni el 810, pero estas
caracteristicas si difieren entre semillas enterradas y almacenadas en laboratorio.

4. Las semillas de P. campanulatus disminuyen su nivel de latencia durante el
almacenamiento en laboratorio y durante su permanencia en el suelo. Aunque el efecto en
estas dos condiciones es similar, es probable que haya diferencias en el mecanismo fisiologico
o molecular entre ellas.

5. Las semillas de E. gibbiflora de la REPSA presentan adaptacion local, mientras que las
del PECM no, lo que implica que la estrategia que sigue una poblacién dependera de las
condiciones experimentadas por sus semillas, ya sea durante su desarrollo, durante su

permanencia en la planta madre (efecto pre-dispersion) o en el suelo (efecto post-dispersion).
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