Dormicion en aquenios de girasol (Helianthus annuus L.):
Bases fisioldgicas y derivacion de tecnologias para su eliminacion a
escala industrial

Tesis presentada para optar al titulo de Doctor de la Universidad de Buenos Aires,
Area Ciencias Agropecuarias

Constanza Pia Dominguez
Ingeniera Agronoma - Universidad de Buenos Aires - 2010

Lugar de trabajo: Catedra de Cultivos Industriales e IFEVA -
Facultad de Agronomia - Universidad de Buenos Aires

|

-

AUB

>

Escuela para Graduados Ing. Agr. Alberto Soriano
Facultad de Agronomia - Universidad de Buenos Aires






COMITE CONSEJERO

Director de tesis
Roberto Luis Benech-Arnold
Ingeniero Agronomo (Universidad de Buenos Aires, Argentina)
Magister Scientiae (Universidad de Buenos Aires, Argentina)
Doctor of Philosophy (University of Southampton, United Kingdom)

Co-director
Diego Batlla
Ingeniero Agronomo (Universidad de Buenos Aires, Argentina)
Doctor en Ciencias Agropecuarias (Universidad de Buenos Aires, Argentina)

Consejera de Estudios
Liliana Windauer
Ingeniera Agronoma (Universidad de Buenos Aires, Argentina)
Magister Scientiae (Universidad de Buenos Aires, Argentina)
Doctora en Ciencias Agropecuarias (Universidad de Buenos Aires, Argentina)

JURADO DE TESIS

Director de tesis
Roberto Luis Benech-Arnold
Ingeniero Agronomo (Universidad de Buenos Aires, Argentina)
Magister Scientiae (Universidad de Buenos Aires, Argentina)
Doctor of Philosophy (University of Southampton, United Kingdom)

JURADO
Karina F. Ribichich
Licenciada en Ciencias Biologicas (Universidad de Buenos Aires, Argentina)
Doctora en Ciencias (Universidade de Séo Paulo, Brasil)

JURADO
Maria Virginia Luna
Bidloga (Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina)
Doctora en Ciencias Bioldgicas (Universidad Nacional de Rio Cuarto, Argentina)

JURADO
Miguel Cantamutto
Ingeniero Agronomo (Universidad Nacional del Sur, Argentina)
Magister en Produccién Vegetal (Universidad Nacional del Sur, Argentina)
Doctor (Universidad de Lleida, Espafia)

Fecha de defensa de la tesis: 25 de febrero de 2019






Dedicatoria

A los curiosos, avidos de conocimiento.






Agradecimientos

A mi director de tesis, Roberto Benech-Arnold, por haberme dado la posibilidad de
desarrollar el doctorado en su grupo de trabajo y por haberme impulsado siempre a
ejercitar una mirada critica frente a las problematicas y resultados. Aprendi de él en
cada instancia del doctorado.

A mi co-director, Diego Batlla, por estar predispuesto en todo momento a discutir los
ensayos Y resultados y por compartirme sus enfogues.

A mi consejera de estudios, Liliana Windauer, por su gran apoyo e inquebrantable
optimismo, muy necesario en algunas etapas.

A Maria Verodnica Rodriguez, que si bien no form¢6 parte de mi comité consejero,
trabajo codo a codo conmigo y de quien destaco la frescura con la que se plantea nuevos
interrogantes y posibles soluciones.

A Dow AgroSciences, por haber acercado la problematica que dio origen a esta tesis,
por financiarla y por abrirme las puertas de su empresa, tanto para realizar los ensayos
en su planta como para discutir resultados. A Magdalena Gerbaldo y Marcelo Altobello
por la gran predisposicion que pusieron en este proyecto.

A la UBA por haber contribuido a la financiacion de esta tesis.

Al CONICET por haberme otorgado la beca doctoral.

A la EPG por estos afios de formacion.

A los jurados de esta tesis por sus valiosos aportes.

A la FAUBA por todos los recursos que me brindd. Gracias a la Catedra de Cultivos
Industriales, que hoy es mi segundo hogar. A mis compafieros becarios, en especial a
Rocio, Quique, Honduras, Kelly, Marianne, Magui, Rena y Fer, con quienes comparti
de todo y se convirtieron en mis amigos. A los profesores de la catedra, por el
acompariamiento de estos afios y por ayudarme a crecer. A Mirta por su labor con los
tramites y a Luis por su colaboracion con el campito. A las Catedras de Cereales y
Produccion Vegetal por el inagotable compafierismo.

A Silvina Enciso por todas las determinaciones de ABA.

A Patricia del Fueyo por compartir sus conocimientos conmigo.

A Anita Mantese por su gran predisposicion, sobre todo con las entregas a contra reloj.
A Liliana, mi mama, por la conduccion y contencion que sélo las madres saben brindar.
Sin ella, se me hubiera hecho mucho mas pesado. Gracias por forjar mi confianza y por
educarme con infinito amor.

A Hector, mi pap4, por la gran cantidad de veces que accedié a mis pedidos para que
terminemos temprano el almuerzo de los domingos para venirme a medir germinacion a
la facu.

A Daniela, mi hermana, quien fue mi disefiadora y editora personal de todas las figuras
de esta tesis y sus respectivos papers, ademas de los posters a lo largo del doctorado.
Por su incansable buena voluntad para realizar la innumerable cantidad de cambios que
le pedi hasta llegar a la version final. Por mostrarme siempre el medio vaso lleno.

A Marita, por sus inestimables consejos.

A Susi y Santiago por el continuo aliento.

A todos los que contribuyeron a este logro.






vii

Declaro que el material incluido en esta tesis es, a mi mejor saber y entender, original
producto de mi propio trabajo (salvo en la medida en que se identifique explicitamente
las contribuciones de otros), y que este material no lo he presentado, en forma parcial o
total, como una tesis en ésta u otra institucion.

Constanza Pia Dominguez






Publicaciones derivadas de la tesis

1) Dominguez, C.P., D. Batlla, M.V. Rodriguez, L.B. Windauer, M. Gerbaldo, y R.L.
Benech-Arnold. 2016. Pericarp-imposed dormancy in sunflower: Physiological basis,
impact on crop emergence, and removal at an industrial scale. Crop Sci. 56: 716-726.
doi: 10.2135/cropsci2015.06.0335.

2) Dominguez, C.P., M.V. Rodriguez, D. Batlla, I.E. Garcia de Salamone, A.l. Mantese,
A.L. Andreani, y R.L. Benech-Arnold. 2019. Sensitivity to hypoxia and microbial
activity are instrumental in pericarp-imposed dormancy expression in sunflower
(Helianthus annuus L.). Seed Sci. Res. 29: 85-96. doi: 10.1017/s0960258519000060.






Xi

INDICE GENERAL

INDICE GENERAL ..ottt sttt Xi
INDICE DE CUADROS........coeiiietriieeteeeesestssessesissssssssses s sasssssssssssessssssssssssnssssssnsnsens XV
INDICE DE FIGURAS.....couttiiiiieietsiie sttt ettt Xvii
ABREVIATURAS ...t bbbttt bbb sb et eneas XXi
RESUMEN . ...ttt ettt te e s et eaestestesbeereenaanaenes xxiii
ABSTRACT L.ttt b et s et et b s b e bbbt be bbb XXV
CAPITULOD Lottt 1
Introduccion general: Revision de antecedentes y presentacion del problema...................... 1
I I 101 oo 1ot T o SR 3
1.1.1.Dormicién: Definicion y su impacto sobre [0S CUltIVOS...........ccccevveiiciiiic e, 3
1.1.2.Clasificaciones de 1a dOrmiCiON ..........cccccviiiieiieiieiecc e 3
1.1.3.Regulacion hormonal de 1a dormiCion ...........ccccceeve i 5
1.1.4.Relacion entre dormicion y disponibilidad de oxigeno al embrion............cccccceenee. 6
1.1.5.La especie objeto de estudio: Helianthus annuus L. (girasol) ..........ccccecvevviieieennnns 6
1.1.5.1. Origen, distribucion e importancia eCONOMICA..........ccccerrerierereirerereee s 6
1.1.5.2. DescripCiOn del frULO .....cceeiviiii e 7
1.1.5.3. El proceso de domesticacion sobre la dormicion...........c.ccocovveneeieiernniinnens 7
1.1.5.4. DOrmicion €n €Sta SPECIE .....ccveivveireeieeiieiteeiteste ettt te e ste e sra s 9
1.2, ODJEIIVOS ...ttt bbbt b et bbbttt b nn s 10
1.2.1.ODJEIVO gENEIAL ......veeiiie i 10
1.2.2. ODjetiVOS ESPECITICOS. ... ueiveieiietiiieieese e 10
1.3, HIpOLESIS A€ trabajO........cccviiuiiiiieieiic ittt ettt sre e enae s 10
1.4, ESErUCLUIA A8 12 TESIS ..vevvereeitieieeie ettt e e e sne e e sreeseaneeas 11
CAPITULO 2ot 13
El papel del pericarpio en la expresion de la dormicion en aquenios de girasol ................. 13
RESUMIBIN ...ttt b ekttt e s bt e e b e e ab e e be e s an e e ebeesnbeeneas 15
220 I 11 oo 1o o] o 1 SRS 17
2.2. MaterialeS Y MELOAOS ......ccviiuiiiie ettt r e sae s 19
2.2.1. Material vegetal y terminologia utilizada............c.ccooeveriiiiiiiiiice e 19
2.2.2.Germinacion de aquenios pertenecientes a distintos ambientes, a distintas
temperaturas de INCUDACION .........cc.oiiiiieieiie et 20
2.2.3.Estructura del pericarpio por microSCopia OPtiCa.........ccovverererveeeierieniesiesesieneens 20

2.2.4.Efecto de la temperatura de incubacion y de los diferentes tejidos que
recubren al embrion sobre la expresion e imposicion de la dormicién,

(e 0110 N7 0T o] (SR 21
2.2.5.Contenido embrionario de ABA en semillas y aquenios a diferentes
temperaturas de INCUDACION .........ccviieiieieiie et sre e 22
2.2.6.Sensibilidad embrionaria al ABA durante la incubacion de semillas a
AIfErentes tEMPEIALUIAS .......cveiieie et e e e st e e e enee e 22
2.2.7.Efecto del etileno y las giberelinas sobre la germinacion de aquenios..................... 22
2.2.8.Efecto del fluridone sobre la germinacion de aquenios ...........cccccvevveveiienieerieeenenn, 23
2.2.9. ANALISIS ESTAUISTICO ...c..iveiieiiecieee e nre s 23
2.3, RESUITAAOS ... bbb 23
2.3.1.Germinacion de aquenios pertenecientes a distintos ambientes, a distintas
temperaturas de INCUDACION .........cc.oiiiiieiicie ettt 23

2.3.2.Estructura del pericarpio por microscopia OptiCa..........ccoeerereenenerscseneeeiesnes 25



Xii

2.3.3.Efecto de la temperatura de incubacion y de los diferentes tejidos que
recubren al embrién sobre la expresion e imposicion de la dormicion,
TESPECTIVAMEINTE ...ttt e et e et e e e e te e sab e e beesneeenbeesneeesseeaneeas
2.3.4.Contenido embrionario de ABA en semillas y aquenios a diferentes
temperaturas de INCUDACION ...........ccuiiiiiicie e
2.3.5.Sensibilidad embrionaria al ABA durante la incubacion de semillas a
AITEreNtES TEMPEIATUIAS ... .oveeieetie ittt sttt aeere e sreenteaneesneeneas
2.3.6.Efecto del etileno y las giberelinas sobre la germinacion de aquenios.....................
2.3.7.Efecto del fluridone sobre la germinacion de aquenios ..........ccocvevvevereerieneseseesnnnn.
2.4, DISCUSION. ...ttt etttk et e et bbbt bt bt e st e e et et b e st e bt et e neene e s e e e e
CAPITULO 3.ttt
Efecto del hipoclorito de sodio aplicado a escala industrial para eliminar la
dormicion impuesta Por el PEFICAIPIO .......veveierierierieee sttt
RESUMEBN ...ttt ettt s e e e e n et e ne e nr e e n e
T O 11 oo 0o o1 o o PSSR
3.2. MaterialeS Y MELOUOS ......ccueeiiiiieiiece ettt re e sreesre e
3.2.1.Material vegetal y terminologia utilizada..............cccoooirerniiiiniieee s
3.2.2. Tratamiento de hipoclorito de sodio sobre aquenios, aplicado en condiciones
(o[ RN FTaTo] = o] ¢ o SR
3.2.3.Contenido embrionario de ABA en aquenios no tratados y tratados con
hipoclorito de sodio, aplicado en condiciones de 1aboratorio............c.cocvvvvieieiencncniee.
3.2.4. Tratamiento de hipoclorito de sodio sobre aquenios, aplicado a escala
10T LU - 1SR
3.2.4.1. Germinacion en [aboratorio ..........cccceveiiiiiiiieiee e
3.2.4.2. EMErgenCia @ CAMPO.......ccuiuireriieieieriesiesie e stesiesieesee e e st bbb s eneenee e
3.2.4.3. Germinacién en laboratorio, simulando condiciones de campo......................
3.2.5. ANALISIS ESLAAISTICO .....veeuiesiie ettt neesaeens
3.3 RESUITAUOS ...ttt et a et nae e
3.3.1. Tratamiento de hipoclorito de sodio sobre aquenios, aplicado en condiciones
A 1ADOTALOMTO ... s
3.3.2.Contenido embrionario de ABA en aquenios no tratados y tratados con
hipoclorito de sodio, aplicado en condiciones de laboratorio............cccceveviiieneiennenn.
3.3.3. Tratamiento de hipoclorito de sodio sobre aquenios, aplicado a escala
10T [V - ST
3.3.3.1. Germinacion en laboratorio ...........cooceveiiniiiiieee e
3.3.3.2. EMErgencia @ CamPO .......cueiueeruereenieeiesieesieesiesieesieesee s sieessessessseeseesnesssesneesnes
3.3.3.3. Germinacién en laboratorio, simulando condiciones de campo............c.........
I I 1Yo 1 ] T o SRS
CAPITULO 4 ...ttt
La expresion de la dormicion a altas temperaturas: Su relacion con el aumento de la
sensibilidad a la hipoxia y la actividad Microbiana ............ccccoevevieiieie i
RESUIMEIN ...ttt s bt st e e s hb e e e e bt e e e e bt e e e ebbeeenneeabneens
o I 1o T L8 o o] o] SRR PPV URURPRRRRPN
4.2. MaterialeS Y MELOUOS .......coveeeierieitiieie sttt ettt
4.2.1. Material vegetal y terminologia utilizada.............ccccoeceeveiiiiin i
4.2.2.Germinacion de aquenios y semillas a diferentes concentraciones de oxigeno
y temperaturas de iNCUDACION ..........ccooviiiiii e
4.2.3.Estructura del pericarpio por microscopia OptiCa........ccoveveririerensienenenee e



Xiii

4.2.4.Contenido de ABA de semillas durante la incubacion bajo diferentes

concentraciones de 0Xigeno Y tEMPEratUras .........c.ccccverveeeereeriesieseesesee e esee e e e 59
4.2.5.Sensibilidad al ABA en semillas incubadas bajo diferentes concentraciones
de OXIQENO Y LEMPEIALUIAS .....cveeveeieeiteeie e rte ettt et e e re e b e aneesreeneenne e 59
4.2.6.Medicién del consumo de oxigeno durante la incubacion de pericarpios
aislados a diferentes temperaturas, en presencia y ausencia de antibioticos.................... 59
4.2.7.Efecto del uso de antibidticos sobre la germinacion del aquenio y sus
comunidades microbianas a alta temperatura de incubacion..............cccccovveveiievieiecnn, 60
4.2.8. ANALISIS ESTAUISLICO .. .cuviieieiieiie sttt nreens 61
4.3, RESUITAUOS ...ttt bbbt nb e bbb 61
4.3.1.Germinacion de aquenios y semillas a diferentes concentraciones de oxigeno
y temperaturas de INCUDACION ...........ccociiiiiiie et 61
4.3.2.Estructura del pericarpio por microscopia OptiCa........ccocevrererinirereienenieneeeseneans 63
4.3.3.Contenido de ABA de semillas durante la incubacién bajo diferentes
concentraciones de OXigeno Y tEMPEratUIAS .........cccevrereerererieeseriesieesie et seenes 64
4.3.4.Sensibilidad al ABA en semillas incubadas bajo diferentes concentraciones
A€ OXIGENO Y LEMPEIALUIAS ... .euveveeeeeieeieeie ettt sttt enesnenes 66
4.3.5.Medicién del consumo de oxigeno a diferentes temperaturas de incubacion,
en presencia y ausencia de antibiotiCOS .........ccvvvieirineiie e 66
4.3.6.Efecto del uso de antibidticos sobre la germinacion del aquenio y sus
comunidades microbianas a alta temperatura de incubacion.............ccccocevevivrennicsenene 67
O I T o1 U ] o] o PSSP 70
CAPITULO 5.ttt 75
DISCUSION GENETAL.......cviiiiiiiicte ettt et e s be e tesae e s beesbesnnestaenreaneens 75
RESUIMEN ...ttt et ettt e et bt e s sbb e e e bb e e e bn e e sbeeeannee 77
5.1. Marco conceptual de la problematica abordada...............ccccooveveiiiiiciiccceee e, 79
5.2. Contrastacion de las hipotesis planteadas en el Capitulo 1..........cccccevviiiiveceieinenn, 80
5.3. Modelo de respuesta a la dormiCion ...........cccccvevveiiiiicie e 81
5.4, APHICACIONES TULUIAS. ... .eitiitiitiiiieieeie et bbb 84

BIBLIOGRAFIA. ...ttt 85






XV

INDICE DE CUADROS

Cuadro 2. 1. Numero de capas de células del esclerénquima y espesor del esclerénquima
(um) de aquenios pertenecientes al sitio Lujan de Cuyo de la campafia de produccién
2009/2010, 2010/2011 y 2011/2012. Los valores son las medias + el error estdndar de la
media para seis aquenios por campafia de produccién, con tres mediciones por aquenio.

Cuadro 2. 2. Germinacién (%) de aquenios (i.e., A), aquenios con un corte lateral que
afectd la mitad del largo del pericarpio hacia el eje embrionario (i.e., Pd), aquenios con
un corte lateral que afectd la mitad del largo del pericarpio hacia el eje embrionario
sumado a un dafio en la cubierta seminal y el endosperma (i.e., Pd+CSd+Ed) y aquenios
después de la eliminacién del pericarpio pero sin dafiar la cubierta seminal ni el
endosperma (i.e., S), pertenecientes a la linea endocriada, después de 20 d de incubacion
a 25°C y 30°C en agua destilada. Los valores son las medias + el error estdndar de la
media para CUALIo FEPIICAS. ........ccveieeie e 29

Cuadro 2. 3. Germinacion (%) de semillas de la linea endocriada después de 20 d de
incubacién a 12°C, 25°C y 30°C en agua destilada (i.e., control) y soluciones de &cido
abscisico (ABA) a concentraciones de 1, 10 y 100 pmol I ABA. Los valores son las
medias * el error estandar de la media para tres réplicas. .........ccooovereieiieieiniieneeeinn 30

Cuadro 2. 4. Germinacion (%) de aquenios de la linea endocriada después de 20 d de
incubacion a 25°C y 30°C en agua destilada (i.e., control), soluciones de Tifon a
concentraciones de 10, 100, y 500 pmol I Tifén, y soluciones de giberelinas (GAs) a
concentraciones de 100 y 200 pmol I GA;. Los valores son las medias + el error
estandar de la media para CiNCO MEPIICAS. .......ocveiirieriiii i 31

Cuadro 2. 5. Germinacion (%) de aquenios de la linea endocriada después de 20 d de
incubacion a 30°C en agua destilada (i.e., control) y soluciones de fluridone a
concentraciones de 5, 10, 50, 100 y 500 pmol I fluridone. Los valores son las medias +
el error estandar de la media para tres répliCas. ........ccovveieeininieiere e 31

Cuadro 3. 1. Tratamientos aplicados a escala industrial sobre aquenios de la linea
endocriada. Tratamientos 1-11 fueron aplicados a aquenios dormidos; el tratamiento 12
fue aplicado al control no dormido. El 1° quimico fue un insecticida liquido (Reldan
Plus, 2 x 10° | kg de aquenios®, Dow AgroSciences, Argentina) que Dow
AgroSciences aplica a los aquenios previo al almacenaje en el silo. El 2° quimico fue
una mezcla liquida que Dow AgroSciences aplica a los aquenios previo a la siembra que
contiene agua (2 x 10~ | kg de aquenios™), un fungicida (Apron Gold, 3 x 107 | kg
aquenios *, Syngenta Production France S.A.S., Francia), un polimero (Secure, 7 x 10~
| kg de aquenios™), un colorante (Blue Solid, 3 x 10 | kg de aquenios™), y un
insecticida (Cruiser 60 FS semillero, 6 x 102 | kg de aquenios®, Syngenta Crop
Protection InC., EStad0S UNICOS). ......cciiiriieiiiiesieeie e 42

Cuadro 3. 2. Germinacion (%) de aquenios de la linea endocriada correspondientes a los
tratamientos 1-12 después de 20 d de incubacion a 12°C, 25°C y 30°C en agua destilada.
Los tratamientos estan descriptos en el Cuadro 3. 1. Los valores son las medias * el
error estandar de la media para treS repliCas. ........ccoevverieiieeie e 45



XVi

Cuadro 3. 3. Germinacién (%) de aquenios de la linea endocriada pertenecientes a los
tratamientos 1-12 después de 20 d de incubacion en agua destilada para cuatro
condiciones de incubacion: aquenios no lavados y aquenios lavados con agua destilada
durante 15 min previo a la incubacion en agua destilada a 25°C (constante) y a
temperaturas alternadas (15°C durante 12 h y 35°C durante 12 h). Los tratamientos
estan descriptos en el Cuadro 3. 1. Los valores son las medias + el error estandar de la
media para tres réplicas. Los resultados del ANOVA también son mostrados. ............. 48

Cuadro 4. 1. Numero de capas de células del esclerénguima y espesor del esclerénquima
(um) de aquenios de la linea endocriada y del hibrido comercial. Los valores son las
medias % el error estandar de la media para seis aquenios por genotipo, con tres
pgLcTo [Toi ol gToT R T T = Uo < o o TSRS 64

Cuadro 4. 2. Germinacion (%) de aquenios de la linea endocriada y del hibrido
comercial después de 10 d de incubacion a 30°C en agua destilada (i.e., control) y
antibioticos. Los valores son las medias + el error estandar de la media para cuatro
18] 1Tt LSRR 68

Cuadro 4. 3. Colonias bacterianas/cm? presentes en la dilucién 1x10™, perteneciente al
tratamiento control y tratamiento con antibioticos, para la linea endocriada y el hibrido
comercial después de 24 h de incubacion a 30°C. Los valores son las medias = el error
estandar de la media para tres rEPliCas. ........cccveviiieieeie e 68

Cuadro 4. 4. Diversidad funcional de comunidades bacterianas y fangicas analizadas
usando el indice H, el cual fue obtenido de los valores de absorbancia de los perfiles de
uso de fuentes carbonadas (CLPP por sus siglas en inglés) de las microplacas, para
ambos genotipos (linea endocriada e hibrido comercial) y tratamientos (con y sin
antibidticos). Los valores son las medias * el error estdndar de la media para cuatro
=70] [ oF: TSSO TR PRSPPI 70



XVil

INDICE DE FIGURAS

Figura 1. 1. Seccion longitudinal de un aquenio de girasol, que muestra el pericarpio y
la semilla, 4* (A). Seccion transversal de un cotiledén de una semilla; la epidermis
interna serd la superficie superior del cotiledon cuando la semilla germine, 28 (B).
Redibuja por Seiler (1997) de Pustovoit (1975). ....ccoeiveieiieieee e 7

Figura 2. 1. Germinacion (%) de aquenios de la linea endocriada pertenecientes a
distintos ambientes, definidos por distintas combinaciones de camparias (2009/2010,
2010/2011 y 2011/2012), sitios de produccion (Colon, Hilario Ascasubi y Lujan de
Cuyo) y fechas de siembra (FS) (una fecha de siembra aunque en ocasiones hubo dos o
tres), incubados en agua destilada a 12°C (A), 25°C (B) y 30°C (C). Las barras
representan el error estdndar de la media para cuatro réplicas. Cuando las barras no se
muestran, el valor del error estdndar de la media es menor que el tamafio del simbolo.

Figura 2. 2. Secciones transversales de la parte central de aquenios de la linea
endocriada pertenecientes al sitio Lujan de Cuyo de la campafia de produccion
2009/2010 (A), 2010/2011 (B) y 2011/2012 (C). Abreviaturas: ep, epidermis; h,
hipodermis; es, esclerénquima; pa, parénquima; cs, cubierta seminal; en, endosperma;
em, embridn. Barra de escala = 50 M. ....ccvcveieiiieiese e 26

Figura 2. 3. Germinacion (%) de aquenios, semillas y embriones de la linea endocriada
incubados en agua destilada a 12°C (A), 25°C (B) y 30°C (C). Las barras representan el
error estandar de la media para cuatro réplicas. Cuando las barras no se muestran, el
valor del error estandar de la media es menor que el tamafio del simbolo. .................... 27

Figura 2. 4. Germinacién (%) de aquenios de la linea endocriada incubados en agua
destilada después de 15 d a 30°C,5d a 30°C y luego 10 d a 12°C, 3d a 30°C y luego 12
da12°C y 15 d a 12°C. Las barras representan el error estandar de la media para cuatro
réplicas. Cuando las barras no se muestran, el valor del error estandar de la media es
menor que el esPesor de 1a TINEA. .........ccovvi i 28

Figura 2. 5. Contenido embrionario de ABA durante la incubacion en agua destilada.
Aquenios y semillas incubados a 30°C (A) y aquenios incubados a 12°C y 30°C (B).
Las barras representan el error estandar de la media para tres réplicas, cada una medida
in duplo. Cuando las barras no se muestran, el valor del error estandar de la media es
menor que el tamafio del simbolo. Las figuras internas muestran la germinacion (%) en
agua destilada; sus barras representan el error estandar de la media para tres réplicas; y
sus barras horizontales indican el periodo de muestreo para el contenido embrionario de
ABA . et R et R et bRt b bt r et et neetenns 30

Figura 3. 1. Germinacion (%) de aquenios no tratados y tratados con hipoclorito de
sodio (0,5%, 2 min, aplicado en condiciones de laboratorio) incubados en agua destilada
a 12°C (A), 25°C (B) y 30°C (C). Las barras representan el error estandar de la media
para cuatro réplicas. Cuando las barras no se muestran, el valor del error estandar de la
media es menor que el tamafio del SIMbOoI0. .........ccov i 43



Xviii

Figura 3. 2. Contenido embrionario de ABA durante la incubacién en agua destilada de
aquenios no tratados y tratados con hipoclorito de sodio (0,5%, 2 min, aplicado en
condiciones de laboratorio) incubados a 30°C. Las barras representan el error estandar
de la media para tres réplicas, cada una medida in duplo. Cuando las barras no se
muestran, el valor del error estandar de la media es menor que el tamafio del simbolo.
La figura interna muestra la germinacion (%) en agua destilada; sus barras representan
el error estandar de la media para tres réplicas; y sus barras horizontales indican el
periodo de muestreo para el contenido embrionario de ABA..........ccccoovvvevveveiieseene. 44

Figura 3. 3. Dinamica de la emergencia (%) para el Exp. 1: Tratamientos 1y 2 y
tratamientos 3-11 (A), tratamientos 1y 2 y tratamientos 8 y 9 (B) y las temperaturas de
suelo méximas, promedio y minimas; el sombreado gris indica las temperaturas
mayores a 25°C (C). Los tratamientos estan descriptos en el Cuadro 3. 1. Las barras
representan el error estandar de la media. Cuando las barras no se muestran, el valor del
error estandar de la media es menor que el tamafio del simbolo. ...........cccecvririiiiennne. 46

Figura 3. 4. Emergencia (%) después de 20 d desde la siembra para el Exp. 2:
Tratamientos 1 y 2 y tratamientos 3-11 (A), tratamientos 1 y 2 y tratamientos 8 y 9 (B) y
las temperaturas de suelo maximas, promedio y minimas; el sombreado gris indica las
temperaturas mayores a 25°C (C). Los tratamientos estan descriptos en el Cuadro 3. 1.
Las barras representan el error estdndar de la media. Cuando las barras no se muestran,
el valor del error estdndar de la media es menor que el espesor de la linea. Letras
diferentes indican diferencias significativas segun test de Tukey (con P<0,05). ........... 47

Figura 4. 1. Diagrama teorico del sistema para lograr la incubacion de semillas y
aquenios a concentraciones atmosféricas menores a 21% O, dentro de la cAmara plastica
semi-permeable y a 21% O, (i.e., aire) en el contenedor plastico semi-permeable (A).
Foto de camara plastica semi-permeable y del contenedor plastico semi-permeable
dentro de la incubadora (B). Foto de las bandejas con semillas y aquenios (C)............. 58

Figura 4. 2. Germinacion (%) de aquenios y semillas después de 10 d de incubacion a
12°C para la linea endocriada (A) y para el hibrido comercial (C) y después de 7 d de
incubacion a 30°C para la linea endocriada (B) y para el hibrido comercial (D) en agua
destilada a diferentes concentraciones de oxigeno. Las barras representan el error
estandar de la media para cuatro réplicas. Cuando las barras no se muestran, el valor del
error estandar de la media es menor que el tamafio del simbolo. EI sombreado gris
indica la diferencia en porcentaje medio de germinacion entre la incubacion sin
pericarpio (i.e., semillas) y con pericarpio (i.e., aguenios) para el rango de
CONCENtraciones de OXIGENO. ..c.vveveiieiieeieeie st e ettt e e e e e e sae e e sraenneenes 63

Figura 4. 3. Fotografias de un aquenio de girasol de la linea endocriada (A) y del hibrido
comercial (B) y sus componentes: semilla (embridn y endosperma + cubierta seminal) y
0T L=V o] [ TSRS 64

Figura 4. 4. Secciones transversales de la parte central de aquenios de la linea
endocriada (A) y del hibrido comercial (B). Abreviatura: es, esclerénquima. Barra de
ESCAIA = 50 UM 1.ttt et e e b e e e e e nreenes 64



XiX

Figura 4. 5. Contenido de ABA evaluado en ejes embrionarios y cotiledones a 5% O, y
21% O, durante la incubacién de semillas de la linea endocriada en agua destilada a
12°C (A) y 30°C (B). Germinacion (%) de semillas de la linea endocriada incubadas en
agua destilada a 5y 21% O, a 12°C (C) y 30°C (D); las barras horizontales indican el
periodo de muestreo para el contenido de ABA a 5% O, (barra llena) y 21% O, (barra
vacia). La barras representan el error estandar de la media para tres réplicas, cada una
medida in duplo (A y B) y para cuatro réplicas (C y D). Cuando las barras no se
muestran, el valor del error estdndar de la media es menor que el tamafio del simbolo.
......................................................................................................................................... 65

Figura 4. 6. Germinacion (%) de semillas de la linea endocriada después de 10 d de
incubacion a 12°C (A) y 7 d a 30°C (B) en soluciones de ABA a concentraciones de 0
(i.e., agua destilada), 1, 10, y 100 uM ABA a 5 y 21% O,. Las barras representan el
error estandar de la media para cuatro réplicas. Cuando las barras no se muestran, el
valor del error estandar de la media es menor que el tamafo del simbolo. .................... 66

Figura 4. 7. Consumo de oxigeno (nmol Oy/mg PF pericarpio) en el medio de
incubacion por pericarpios aislados de la linea endocriada a 10 y 30°C (A) y pericarpios
aislados del hibrido comercial a 30°C (B) después de 24 h de incubacion. Los medios de
incubacion fueron agua destilada (i.e., control) y antibidticos que consistié en un
fungicida comercial (0,75 pl/ml de Ritiram Carb Plus que contiene Thiram 35% y
Carbendazim 15%) y tres bactericidas (gentamicina 0,1 mg/ml, ampicilina 0,4 mg/ml, y
espectinomicina 0,2 mg/ml), y agua hasta alcanzar el volumen final. Las barras
representan el error estandar de la media para cuatro réplicas. Cuando las barras no se
muestran, el valor del error estdndar de la media es menor que el espesor de la linea.
......................................................................................................................................... 67

Figura 4. 8. Analisis discriminante de los perfiles de uso de fuentes carbonadas (CLPP
por sus siglas en inglés) de comunidades bacterianas (A) y fungicas (B) en aquenios de
dos genotipos, tratados y no tratados con antibioticos y evaluados en cuatro réplicas.
Los cuadrados corresponden a la linea endocriada y los circulos al hibrido comercial,
mientras que los simbolos blancos y negros indican el control y el tratamiento con
antibioticos, respectivamente. Los datos usados para el anlisis corresponden a los
valores de absorbancia a las 96 h. La varianza total explicada por cada eje esta mostrada
BNEE PAFENTESIS. .vevveveeeeeeieitee st et st e s e et e et e s e e teeseesteenaeaseeeseesteesteaseesseesaeaneesseeteaneenneenrens 69

Figura 5. 1. Modelo de respuesta a la dormicion donde se muestran los distintos
componentes y su impacto, para la linea (linea endocriada) y el hibrido (hibrido
(o0 0T (ol T | RSOOSR 83






Abreviatura
°C

pl

pum
pmol
%

A
ABA
ACC
ANOVA
Cl
CLPP
cm
cm?
cm?®

d
ERFVII
ET
EtOH
Exp.
FS

g

GA
GAz

h

H,O,
indice H
kg

I

M

mg
min

mi

mm
NaClO
NaOH
ng
nmol
O,

P

Pd

Pd+CSd+Ed

PF

PY
PS

XXI

ABREVIATURAS

Significado

Grados centigrados

Microlitros

Micrometros

Micromoles

Porcentaje

Aquenios

Acido abscisico

Acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico
Anélisis de varianza

Cloro

Carbon Level Physiological Profiles (sigla en inglés)
Centimetro

Centimetro cuadrado

Centimetro cubico

Dia

Factor de respuesta a etileno

Etileno

Etanol

Experimento

Fecha de siembra

Gramos

Giberelinas

Giberelina 3

Hora

Peroxido de hidrégeno

indice de Diversidad de Shannon

Kilos

Litros

Molar

Miligramos

Minutos

Mililitros

Milimetros

Hipoclorito de sodio

Hidroxido de sodio

Nanogramos

Nanomoles

Oxigeno

Valor p (estadistico)

Aquenios con un corte lateral que afectd la mitad del largo
del pericarpio hacia el eje embrionario
Aquenios con un corte lateral que afectd la mitad del largo
del pericarpio hacia el eje embrionario sumado a un dafio en
la cubierta seminal y el endosperma

Peso fresco

Picogramos

Peso seco



XXii

rpm

vip
viv

Valor de coeficiente de correlacion

Revoluciones por minuto

Aquenios después de la eliminacion del pericarpio pero sin
dafar la cubierta seminal ni el endosperma

Volumen/peso

Volumen/volumen



XXiil

RESUMEN

DORMICION EN AQUENIOS DE GIRASOL (Helianthus annuus L.): BASES
FISIOLOGICAS Y DERIVACION DE TENOLOGIAS PARA SU
ELIMINACION A ESCALA INDUSTRIAL

El objetivo de esta tesis fue dilucidar los mecanismos fisiologicos involucrados en el
control de la dormicion en aquenios de girasol (Helianthus annuus L.) y derivar
tecnologias para su eliminacion a escala industrial. Se utilizd una linea endocriada y un
hibrido comercial y los resultados permitieron identificar que, en ambos genotipos, la
dormicidn estd impuesta por el pericarpio (uno de los tejidos que recubre al embridn) y
su expresion ocurre sélo a altas temperaturas de incubacion (i.e., 30°C). Sin embargo,
no fue posible derivar un Unico patron de comportamiento fisioldgico para ambos
genotipos. Estos patrones se encuentran gobernados por la temperatura a la que se hayan
expuestos los aquenios durante la incubacién (s6lo se expresan a 30°C), pero varian los
componentes intervinientes en la respuesta a la dormicion en cada genotipo. El
pericarpio impuso limitacion de oxigeno al embrion (hipoxia) y estos genotipos
exhibieron diferencias en su sensibilidad embrionaria a la hipoxia a 30°C. En la linea
endocriada, la principal limitacion para la germinacion del aquenio estuvo impuesta por
la alta sensibilidad embrionaria a la hipoxia (mediada por una interferencia en la
sensibilidad al ABA), que aumenta a 30°C, la cual, en combinacion con el aumento del
consumo de oxigeno por la actividad (respiracion) microbiana, resulté en expresion de
la dormicion. En aquenios del hibrido comercial, en cambio, la principal limitacién para
la germinacidn provino principalmente de la presencia del pericarpio que representa una
severa restriccion cuando la actividad microbiana en el pericarpio es aumentada por la
alta temperatura de incubacion. Esta tesis, ademas, permitié desarrollar una herramienta
tecnologica aplicable a escala industrial, que fue la utilizacion del hipoclorito de sodio
(agente oxidante), y, a su vez, plante6 la posibilidad de aplicar un tratamiento de
fungicidas y bactericidas durante el curado de las semillas en la industria semillera.

Palabras clave: Dormicién, girasol, pericarpio, temperatura, acido abscisico (ABA),
hipoxia, actividad microbiana.
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ABSTRACT

DORMANCY IN SUNLFLOWER ACHENES (Helianthus annuus L..):
PHYSIOLOGICAL BASES AND DERIVATION OF TECHNOLOGIES FOR ITS
REMOVAL AT AN INDUSTRIAL SCALE

The aim of this thesis was to elucidate the physiological mechanisms involved in the
control of dormancy in sunflower achenes (Helianthus annuus L.) and to derive
technologies for its elimination at industrial scale. An inbred line and a commercial
hybrid were used and the results allowed to identify that, in both genotypes, the
dormancy is imposed by the pericarp (one of the embryo-covering tissues) and its
expression occurs only at high incubation temperatures (ie, 30°C). However, it was not
possible to derive a single physiological pattern of behavior for both genotypes. These
patterns are governed by the temperature at which the achenes were exposed during
incubation (these are only expressed at 30°C), but the components involved in the
dormancy response vary in each genotype. The pericarp imposed oxygen restriction to
the embryo (hypoxia) but these genotypes exhibited differences in their embryo
sensitivity to hypoxia at 30°C. In the inbred line, the main limitation for achene
germination was imposed by the high embryo sensitivity to hypoxia (mediated by an
increase in ABA sensitivity), which is enhanced at 30°C, which, in combination with
enhanced oxygen consumption by microbial activity (respiration), resulted in dormancy
expression. In achenes from the commercial hybrid, in contrast, the main limitation to
germination resulted mostly from the presence of the pericarp that represents a severe
restraint when the activity of pericarp-microbial is enhanced by a high incubation
temperature. This thesis allowed the development of a technological tool which can be
applied at an industrial scale, which was the use of sodium hypochlorite (oxidant agent).
This thesis also raised the possibility of applying a treatment of fungicides and
bactericides during seed coating treatments in seed industry.

Keywords: Dormancy, sunflower, pericarp, temperature, abscisic acid (ABA), hypoxia,
microbial activity.
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CAPITULO 1
Introduccion general: Revision de antecedentes y presentacion del problema
1.1. Introduccion

1.1.1. Dormicién: Definicidon y su impacto sobre los cultivos

La dormicion de las semillas es una caracteristica adaptativa compleja determinada
principalmente por factores genéticos pero con una sustancial influencia del ambiente
(i.e., factores exogenos) durante el desarrollo de la semilla (Finch-Savage y Leubner-
Metzger, 2006) y su expresion depende mayoritariamente de las condiciones
ambientales durante la imbibicion de la semilla (Hoang et al., 2014). Se han propuesto
diversas definiciones sobre la dormicién, que se han ido modificando con los avances
sobre los mecanismos involucrados en este cardcter. De aqui en mas, se utilizara la
definicion propuesta por Benech-Arnold et al. (2000): La dormicion es una condicion
interna de la semilla que impide su germinacion bajo condiciones hidricas, térmicas y
gaseosas que, de lo contrario, hubieran sido apropiadas para la germinacion. Esta
definicion incorpora el concepto de que se trata de un bloqueo interno de las semillas, a
diferencia de las definiciones acufiadas hasta el momento que no distinguian entre
efectos que podian ser propios del ambiente de aquellos propios de la semilla. La
medicion de la dormicion se realiza de manera indirecta a través de la ausencia de
germinacion en semillas viables incubadas bajo las condiciones mencionadas por
Benech-Arnold et al. (2000). La dormicion es una caracteristica frecuente en semillas de
especies silvestres (Finkelstein et al., 2008) que optimiza la distribucion de la
germinacion en el tiempo (Kermode, 2005), evitando que esta ocurra fuera de la
estacion de crecimiento (Finkelstein et al., 2008) y, asimismo, durante periodos cortos
de condiciones favorables en una estacion desfavorable para el crecimiento de las
plantas (Née et al., 2017), asegurando la supervivencia de la proxima generacion
(Finkelstein et al., 2008). A pesar de esta evidente importancia adaptativa, la dormicion
es una caracteristica indeseable para la agricultura (Bewley, 1997). Por ejemplo, una
dormicion persistente puede afectar la emergencia de los cultivos y el nimero de plantas
establecidas (Benech-Arnold et al., 2000), impactando sobre el rendimiento (Rosell6 et
al., 2016). La dormicion representa un problema importante para las empresas de
semillas porque implica un retraso sustancial para la siembra inmediata y dificulta la
comercializacion, principalmente para la contra estacion (Rosellé et al., 2016). Por
consiguiente, el proceso de domesticacion ha tendido a remover este caracter en las
especies cultivo, presente en sus antecesores silvestres (Finch-Savage y Leubner-
Metzger, 2006; Kilian et al., 2009).

El girasol (Helianthus annuus L.) es un buen modelo para estudiar la dormicién ya que
usualmente sus aquenios (i.e., frutos) estan profundamente dormidos a cosecha
(Corbineau y Céme, 2003; Benech-Arnold, 2004). En programas de mejoramiento, esto
limita el nimero de ciclos del cultivo por afio y también conduce a la asincronia en el
tiempo a floracion, restringiendo la oportunidad de hacer cruzas entre plantas
(Marchetti, 2012). Por ello, es crucial eliminar la dormicion en genotipos que aun la
tienen.

1.1.2. Clasificaciones de la dormicion

La literatura ofrece diversas clasificaciones de la dormicion. Una primera clasificacion
hace referencia al momento en que se impone o adquiere la dormicion, pudiéndose
dividir en dormicién primaria y secundaria; la primera es aquella dormicién innata que



poseen las semillas cuando son dispersadas de la planta madre (i.e., la dormicion se
impone durante la maduracién de la semilla), mientras que la dormicion secundaria hace
referencia a la dormicion a la que son inducidas semillas no dormidas, muchas veces
como resultado de haber estado expuestas a condiciones desfavorables para la
germinacién o a la dormicién a la que son re-inducidas semillas después de haber
alcanzado una dormicién suficientemente baja (Batlla y Benech-Arnold, 2010). Otra
clasificacion es la propuesta por Baskin y Baskin (2004), quienes dividen a la dormicion
en fisioldgica, morfoldgica, morfo-fisioldgica, fisica y una combinacion de fisiologica y
fisica. La dormicion fisiolégica se caracteriza por la accion de reguladores del
crecimiento (i.e., hormonas) sobre el potencial de crecimiento del embridn y/o sobre la
resistencia de los tejidos que se oponen a este crecimiento. Este tipo de dormicion es el
mas frecuente en semillas de especies de habitats templados (e.g., de las familias de las
Asteraceas, Solanaceas, Cruciferas). La mayoria de las especies utilizadas como
modelos para estudiar dormicion (e.g., Arabidopsis thaliana, Helianthus annuus, Avena
fatua y varios cereales) presentan este tipo de dormicion. La dormicion morfoldgica, por
su parte, se observa en semillas cuyos embriones, aunque diferenciados, estan
subdesarrollados y, por lo tanto, son pequefios. Estos embriones necesitan mas tiempo
para crecer y completar su diferenciacion morfoldgica para luego germinar. Estas
semillas carecen de dormicion fisiolégica y su periodo de dormicién es el tiempo
transcurrido entre la incubacion de semillas frescas y la aparicion de la radicula. La
dormicion morfo-fisioldgica, en cambio, se registra en semillas que, ademas de tener
embriones subdesarrollados, tienen un componente de dormicion fisiologica. Estas
semillas requieren méas tiempo para germinar que semillas con dormiciéon morfolégica.
La dormicion fisica, por su parte, es causada por una o mas capas de células en
empalizada impermeables al agua, correspondientes a tejidos que recubren al embrion.
Y, por altimo, hay semillas que presentan una combinacion de dormicién fisioldgica y
fisica.

La dormicidn fisioldgica, a su vez, puede estar impuesta a nivel de diferentes tejidos. En
efecto, puede estar impuesta por las cubiertas (i.e., tejidos que recubren al embrion),
impuesta al embridn, o estar impuesta por las cubiertas y el embrion (Finch-Savage y
Leubner-Metzger, 2006). En la dormicion impuesta al embridn, el mismo no es capaz de
germinar, incluso si es aislado del resto de la estructura de la semilla (Bewley y Black,
1994). Las causas de la dormicion embrionaria pueden ser tanto la inmadurez del
embridon como la presencia de inhibidores en el mismo (e.g., acido abscisico) incapaces
de salir al medio acuoso ni siquiera cuando el embrién es incubado en forma aislada
(Bewley y Black, 1994). Por el contrario, en la dormicion impuesta por las cubiertas, la
semilla entera no es capaz de germinar; sin embargo, el embrion es capaz de germinar si
es aislado del resto de la estructuras de la semilla (Bewley y Black, 1994; Bewley,
1997). Las causas de la dormicion por cubiertas pueden ser: restriccion a la salida de
inhibidores, restriccion a la entrada de agua, restriccion al intercambio gaseoso,
restriccion mecénica a la expansion del embridén o presencia de inhibidores en las
cubiertas (Bewley y Black, 1994).

La dormicion referida a una semilla individual es una propiedad de todo o nada; en
cambio, cuando se hace referencia a una poblacion de semillas es pertinente hablar de
“niveles de dormicion” (Batlla et al., 2004). Excepto para las poblaciones que presentan
dormicion absoluta y que, por lo tanto, no germinan bajo ninguna condicion, la
dormicion es un fenémeno relativo (i.e., se expresa bajo algunas condiciones y no bajo
otras) lo que determina que el nivel de dormicion de una poblacion de semillas se
establezca como el rango de condiciones ambientales permisivas para la germinacion
(Batlla y Benech-Arnold, 2010). De esta manera, un nivel de dormicion bajo se



caracteriza por un amplio rango de condiciones ambientales permisivas para la
germinacion, mientras que un alto nivel de dormicion implica un estrecho rango de
condiciones ambientales permisivas para la germinacion. Una condicion ambiental es,
por ejemplo, la temperatura de incubacion; en este caso la dormicién relativa se pone de
manifiesto como la capacidad de germinar a ciertas temperaturas pero no a otras
temperaturas (Batlla y Benech-Arnold, 2015). La dormicion absoluta, en cambio, es la
incapacidad de la semilla de germinar a cualquier temperatura (Batlla y Benech-Arnold,
2015).

1.1.3. Regulacion hormonal de la dormicion

La dormicién fisiologica esta sujeta a control hormonal. Ha sido demostrado que el
acido abscisico (ABA) participa tanto en la induccion de la dormicion durante la
maduracion de las semillas como en el mantenimiento de la dormicion en semillas
embebidas (Bewley, 1997; Finkelstein et al., 2002; Liu et al., 2010). EI ABA se sintetiza
a partir de la ruta de los carotenoides (Finkelstein, 2013). El contenido de S(+)-ABA
(forma fisiol6gicamente activa) esta regulado a través de un balance entre su sintesis y
catabolismo, teniendo un papel regulatorio las enzimas 9-cis-epoxicarotenoide
dioxigenasa y ABA-8"-hidroxilasa, respectivamente (Millar et al., 2006; Graeber et al.,
2012). La sefalizacion del ABA, en cambio, es mucho mas compleja que su
metabolismo y sus componentes no se han identificado en su totalidad (Finkelstein,
2013). La acumulacion de ABA en el desarrollo de las semillas es baja durante los
estadios tempranos, luego aumenta a mediados del desarrollo, alcanza un maximo
alrededor de madurez fisioldgica y disminuye cuando el grano se somete a desecacion
(Bewley y Black, 1994; Bewley, 1997; Kermode, 2005). Segun la literatura para
Arabidopsis thaliana y otras especies, seria este pico de acumulacion de ABA durante la
maduracion el que determinaria que luego las semillas presenten dormicién aun cuando,
en el momento de la dispersion, tengan un contenido de ABA apenas detectable.
Karssen et al. (1983) demostraron con mutantes de contenido de ABA que tanto el
mutante como el wild type (i.e., genotipo salvaje) tienen ABA casi indetectable a
cosecha; sin embargo, el mutante de contenido, al no haber acumulado ABA durante el
Ilenado, no tiene dormicion mientras que el wild type si la tiene. Le Page-Degivry et al.
(1990) observaron lo mismo para girasol, utilizando fluridone (i.e., un inhibidor de la
biosintesis de ABA) en lugar de mutantes de contenido de ABA. Como se menciona
més arriba, el ABA tambien esta involucrado en el mantenimiento de la dormicion
durante la imbibicion (Debeaujon y Koornneef, 2000; Grappin et al., 2000; Ali-Rachedi
et al., 2004). En este sentido, en semillas que presentan dormicién, la concentracion de
ABA suele aumentar por sintesis de novo cuando son embebidas (Ali-Rachedi et al.,
2004).

Esta ampliamente documentado que el ABA y las giberelinas (GAs) cumplen un papel
antagénico (promocion de la germinacion) en el control de la germinacion en especies
que poseen dormicién fisioldgica (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006). La
transicion de semillas dormidas a no dormidas se caracteriza por una disminucion en la
sensibilidad al ABA y un incremento en la sensibilidad a las GAs, siendo, en cambio, el
balance ABA/GAs lo que determina la expresion de la dormicién durante la imbibicion
de las semillas en muchas especies (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006).

El papel del etileno (ET) en la dormicion es menos conocido que el del ABA 'y el de las
GAs (Matilla y Matilla-Vazquez, 2008). Estudios que utilizaron mutantes de
Arabidopsis thaliana de respuesta a ET mostraron que el ET enddgeno promueve la
germinacion de semillas por disminucién de la sensibilidad al ABA endbgeno
(Beaudoin et al., 2000). Por lo tanto, el ET actla antagénicamente al ABA (Corbineau



et al., 2014). A su vez, el ET actla en conjunto con las GAs en el proceso de
emergencia de la radicula, aunque la participacion de las GAs parece ser cuantitativa y
cualitativamente mas importante (Matilla y Matilla-Vazquez, 2008).

1.1.4.Relacién entre dormicion y disponibilidad de oxigeno al embrién

Los diferentes tejidos que recubren al embrién pueden imponer dormicion a través de la
interferencia con el intercambio gaseoso (e.g., entrada de oxigeno y/o salida de diéxido
de carbono) (Corbineau y Céme, 1995). Este impedimento al intercambio de gas, que da
como resultado la restriccion de oxigeno al embrion (i.e., hipoxia), puede, a su vez,
interferir con el metabolismo y sensibilidad de inhibidores de la germinacién (Bewley y
Black, 1982; Benech-Arnold et al., 2006). En efecto, es conocido que la actividad de la
enzima ABA 8"-hidroxilasa esta implicada en el catabolismo del ABA (Cutler et al.,
2000), y esta actividad es severamente reducida con concentraciones de oxigeno
menores a 10% (Krochko et al., 1998). Asimismo, Benech-Arnold et al. (2006)
demostraron que la condicion de hipoxia puede incrementar la sensibilidad embrionaria
al ABA en cebada. Esta restriccion de la difusion de oxigeno por parte de las cubiertas
depende de propiedades fisicas, como son la estructura y espesor de estas cubiertas, y
también de propiedades bioguimicas de estas cubiertas (Corbineau y Come, 1995). En
frutos enteros, la restriccion de oxigeno al embrién puede deberse a la oxidacion de
compuestos fendlicos, mediada por la actividad de la enzima polifenol oxidasa, como
ocurre en cebada (Lenoir et al., 1986). En cuanto a la restriccién de oxigeno al embrion,
la literatura muestra que los agentes oxidantes eliminan la dormicién, como es el caso
del hipoclorito de sodio y peréxido de hidrégeno en cariopses con glumas de sorgo de
alepo (Benech-Arnold et al., 1992) y perdxido de hidrégeno en embriones aislados y
granos intactos de cebada (Wang et al.,, 1998). Asimismo, la respiracion de
microorganismos presentes en la superficie del fruto también puede estar involucrada en
la limitacion de la difusion de oxigeno al embrién por competencia con este gas
(Heydecker y Chetram, 1971). Esta disponibilidad de oxigeno, a su vez, se encuentra
regulada por el factor temperatura. A altas temperaturas hay mayor actividad de la
polifenol oxidasa y mayor respiracién de microorganismos, acompafiado de una
reduccion en la solubilidad del oxigeno en fase acuosa (Hoang et al., 2013).

1.1.5. La especie objeto de estudio: Helianthus annuus L. (girasol)

1.1.5.1. Origen, distribucion e importancia econémica

El girasol es un importante cultivo oleaginoso que pertenece a la familia de las
Asteraceas, originario de Norte América (Bukhsh et al., 2011), donde data su centro de
domesticacion primario (Harter et al., 2004; Smith, 2006). Es un cultivo de verano
(Allinne et al., 2009) producido en zonas templadas, que se puede adaptar a una
variedad de condiciones climaticas y de suelo (Canavar et al., 2010), lo que le permite
estar muy disperso geograficamente (Black et al., 2006). Ocupa un lugar importante en
la agricultura del mundo (Anton et al., 2015) dado que es un cultivo que combina alto
rendimiento con alta calidad del aceite extraido de sus semillas (Razi y Assad, 1999). Es
uno de los cultivos oleaginosos méas importantes, con una superficie cultivada de 25
millones de hectareas en todo el mundo y con una produccién anual que asciende a 36
millones de toneladas métricas, concentrada principalmente en la Federacion de Rusia,
Ucrania, Unidn Europea y Argentina, siendo Argentina, a su vez, el cuarto productor y
el tercer exportador de aceite a nivel mundial (Filippi et al., 2015).



1.1.5.2. Descripcion del fruto

El fruto de girasol es un aquenio de ovario infero denominado cipsela que consiste en
una semilla y un pericarpio no soldado a la semilla (Seiler, 1997, Figura 1. 1). La
semilla se desarrolla a partir de un ovulo fertilizado, mientras que el tejido materno
derivado de la pared del ovario experimenta cambios morfolégicos que, junto al
receptaculo, generan el pericarpio maduro (Esau, 1977). El pericarpio consiste en una
epidermis, hipodermis, capa de fitomelanina, capa media (compuesta de diez a quince
capas de células orientadas axialmente) y parénquima (compuesto de paredes delgadas,
de células adyacentes a la epidermis interna). En frutos maduros, la esclerificacion de la
capa media disminuye hacia el centro y parte del parénquima interno, los haces
vasculares y la epidermis interna colapsan (Lindstrom et al., 2007). El pericarpio
comprende entre el 20-25% del peso del fruto (Connor y Hall, 1997). Por su parte, la
semilla consiste en una cubierta seminal, una sola capa de endosperma y el embrion
(Seiler, 1997). La cubierta seminal es delgada y tiene tres capas, una interior y otra
exterior de parénquima, y una capa media de parénquima esponjoso. El endosperma
consiste mayoritariamente en una Unica capa de células de aleurona que se encuentran
unidas a la cubierta de la semilla. EI embrion se compone principalmente de dos
cotiledones. Este consiste en gran parte de parénquima en empalizada, con células ricas
en aceite, grandes particulas de aleurona y cristales de proteinas (Seiler, 1997). Por
tanto, los tejidos que recubren al embrion (i.e., cubiertas) en esta especie son el
pericarpio (pared del ovario mas receptaculo), la cubierta seminal y el endosperma.

Seed coat
~ Endosperm
Epidermis of
embryo
Alr cavity
A Spongy
Procambial ring parenchyma
Radicle
Pericarp
Seed coat
Procambial vein - Procambial
vein
Seed embryo
Palisade
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Inner
epidermis

Figura 1. 1. Seccién longitudinal de un aquenio de girasol, que muestra el pericarpio y la
semilla, 4* (A). Seccion transversal de un cotileddn de una semilla; la epidermis interna sera la
superficie superior del cotiledén cuando la semilla germine, 28* (B). Redibuja por Seiler (1997)
de Pustovoit (1975).

1.1.5.3. El proceso de domesticacion sobre la dormicion

Hace méas de 10 mil afios las sociedades humanas de todo el mundo pasaron de la
recoleccion de las plantas silvestres a la agricultura (Doebley et al., 2006) y esta
transicion generd una interaccion creciente entre los humanos y las plantas; esta
interaccion llevo al proceso que se conoce como domesticacion (Vaughan et al., 2007).
Este proceso implico una seleccién direccional intensa (Wills y Burke, 2007) por rasgos
que aumentan la productividad y utilidad de las plantas en relacion con sus progenitores
silvestres (Meyer y Purugganan, 2013; Olsen y Wendel, 2013). Es asi como,
actualmente, las plantas domesticadas forman la base de la oferta mundial de alimentos



(Baute et al., 2015). EI proceso de mejoramiento de especies cultivo continda hasta hoy
(Doebley et al., 2006).

Las plantas domesticadas generalmente se clasifican como tales porque poseen, por lo
menos, un subconjunto de una serie de rasgos que constituyen el “sindrome de
domesticacion” que las distinguen de sus progenitores silvestres (Hammer, 1984; Gross
y Olsen, 2010). Algunos de estos rasgos son: aumento en el tamafio del fruto o grano,
incremento de la dominancia apical, pérdida de mecanismos de dispersion en semillas,
pérdida de dormicion en semillas o pérdida de proteccion contra herbivoros, que son
considerados rasgos desventajosos en plantas silvestres (Doebley et al., 2006; VVaughan
et al., 2007; Gross y Olsen, 2010). El girasol domesticado moderno proporciona un
ejemplo clasico de sindrome de domesticacion en plantas ya que, morfolégicamente,
tiene un unico gran capitulo y semillas grandes, sin dispersién a madurez, en contraste
con su progenitor silvestre que tiene muchos capitulos chicos y semillas pequefias que
se dispersan a la madurez (Burke et al., 2002). Ademas, el girasol domesticado tiene
alterado el tiempo a floracion y el contenido de aceite en relacion con su progenitor
(Burke et al., 2005; Blackman et al., 2011). Sin embargo, en este cultivo la seleccion de
cierto tipo de caracteristicas trajo aparejado la seleccion inconsciente de otros rasgos
como es la dormicion de las semillas (Heiser, 1988; Reuzeau y Cavalié, 1997; Chibani
et al., 2006), que, tal como se mencion6 antes, es considerado un rasgo indeseable para
la agricultura (Bewley, 1997). La historia de domesticacion del girasol tiene
aproximadamente 4.800 afios y es relativamente corta si se la compara con la cebada
que tiene 10.000 afios, el maiz que tiene entre 7.000 y 9.000 afios o el arroz que tiene
8.000 afos (Doebley et al.,, 2006; Price, 2009). Durante la corta historia de
domesticacion del girasol, no ha sido posible eliminar totalmente la dormicion de sus
aquenios (Rodriguez et al.,, 2011). Ademas, el girasol presenta una importante
variabilidad intraespecifica para el rasgo dormicion (Subrahmanyam et al., 2002; Maiti
et al., 2006).

Particularmente, en el caso de Argentina, la historia de la introduccion de germoplasma
foraneo y la adaptacion de este cultivo en el pais esta estrechamente relacionada con los
flujos migratorios. Las primeras siembras de girasol fueron hechas por inmigrantes
judios que habian traido aquenios del sur de Rusia. Después de eso, la introduccién de
materiales tempranos procedentes de Rusia, Canada y Rumania, asi como también la
introgresion con especies de Helianthus silvestres, permitid el surgimiento del
germoplasma argentino, que tiene una particular constitucién genética y estad bien
adaptado a las condiciones de crecimiento (Bertero de Romano y Vazquez, 2003;
Moreno et al., 2013). La introduccion de heterosis, la incorporacion de la esterilidad
masculina citoplasmatica y el disefio de lineas restauradoras de la fertilidad permitio el
desarrollo de los hibridos de girasol, con mayor rendimiento y calidad potencial, alta
homogeneidad, sincronizacion del tiempo a madurez y mejor adaptacion a condiciones
de campo (Filippi et al., 2014).

El germoplasma del girasol argentino es considerado un valioso recurso genético a nivel
mundial, que incluye diferentes lineas (Filippi et al., 2015). Sin embargo, el
conocimiento sobre los niveles de variabilidad del germoplasma argentino sigue siendo
escaso, haciendo incompleto el mapa global de la diversidad de girasol cultivado
(Filippi et al., 2015). Actualmente, Argentina junto con Europa Occidental y Estados
Unidos, concentra los principales programas de mejoramiento de girasol (Vear, 2016),
donde la genética y la fisiologia del rasgo dormicién son areas activas de investigacion
(de Estrada et al., 2012). El principal objetivo subyacente de los programas de
mejoramiento de girasol es desarrollar hibridos F1 de alto rendimiento (Golabadi et al.,
2015) con alta calidad de aceite (contenido y composicion) (van der Merwe et al.,



2013). Sin embargo, la dormicion en este cultivo es un inconveniente importante que
causa un grave problema en la produccion eficiente de sus semillas (Maiti et al., 2006).
El éxito de un programa de mejoramiento depende de la variabilidad de los materiales
iniciales, por lo tanto, la seleccion de los parentales es la etapa mas importante de
cualquier programa para lograr desarrollar nuevas variedades con rasgos deseables
(Purwati y Herwati, 2016). La variabilidad hibrida puede ser dividida en sus
componentes, que son la linea hembra, la linea masculina, y la interaccién linea hembra
por linea masculina (de la Vega et al., 2007). Lograr lineas parentales homocigotas en
cortos periodos es de gran importancia en los programas de mejoramiento (Dagustu et
al., 2012), como también lo es su multiplicacion para la realizacion de los posteriores
cruzamientos y obtencién de semillas hibridas comerciales. En general, sélo se puede
realizar un ciclo del cultivo de girasol al afio debido a las condiciones ambientales
imperantes a campo en muchos paises (Dagustu et al., 2012), como es el caso de
Argentina. Por tanto, sembrar en contra estacion es una metodologia implementada para
lograr méas de un ciclo de este cultivo por afio. Debido a que la dormicidn representa un
retraso sustancial para la siembra inmediata, limitando el numero de ciclos por afio
(Rosellé et al., 2016), es una necesidad imperiosa para el mejoramiento de esta especie
contar con lineas parentales que no presenten dormicion.

1.1.5.4. Dormicion en esta especie

Los aquenios de girasol recién cosechados presentan una combinacion de dormicion
embrionaria y dormicion por cubiertas, alcanzando muy bajos niveles de germinacion
(Corbineau et al., 1990). Si las semillas se secan y almacenan después de su recoleccion
(i.e., post-maduracién), van perdiendo la dormicion al embrion (Corbineau et al., 1990).
La post-maduracion provoca, entre otros efectos, la disminucion en la capacidad de
acumular ABA sintetizado de novo (al disminuir la capacidad de sintesis o aumentar la
capacidad de catabolizarlo) combinada con una reduccion de la sensibilidad de los
embriones al ABA (Kucera et al., 2005). A diferencia de la dormicion embrionaria, la
dormicion impuesta por cubiertas puede persistir por un tiempo prolongado (Benech-
Arnold, 2004). A su vez, las semillas de girasol presentan dormicion relativa, por lo que
la dormicion se expresa solo a determinadas temperaturas de incubacion (Bewley y
Black, 1994). En esta especie puede trazarse una asociacion entre el tejido que impone
la dormicion y las temperaturas a las que se expresa esta dormicion relativa. Es asi
como la inhibicion de la germinacion a bajas temperaturas de incubacion (i.e., 10°C a
15°C) puede ser el resultado de dormicion embrionaria y/o dormicién impuesta por
cubiertas (Bodrone et al., 2017), mientras que la inhibicion de la germinacién a altas
temperaturas (i.e., 25°C a 30°C) pone en evidencia dormicién impuesta por las cubiertas
(Corbineau et al., 1990).

La mayoria de los estudios realizados sobre dormicion en girasol se han llevado a cabo
con genotipos que presentan dormicion embrionaria. Le Page-Degivry et al. (1990)
demostraron que este tipo de dormicion es inducida por ABA durante el desarrollo de la
semilla. A su vez, el mantenimiento de este tipo de dormicion se atribuy6 a la capacidad
del eje embrionario para sintetizar ABA de novo durante la imbibicion de la semilla (Le
Page-Degivry y Garello, 1992). Posteriormente, Bianco et al. (1994) correlacionaron la
liberacion de la dormicion embrionaria durante el almacenamiento en seco con una
disminucion en la capacidad de biosintesis de ABA. Afios mas tarde, Garello et al.
(2000) investigaron los cambios en el patrén de proteinas solubles asociadas a la
liberacion de la dormicién embrionaria. Si bien existe abundante bibliografia sobre
dormicion embrionaria en girasol, ésta es de mas facil eliminacién y menos persistente
que la dormicion impuesta por cubiertas. Por ello, llama la atencion que escasas
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investigaciones se hayan llevado a cabo sobre los tejidos que recubren al embrion que
participan en la dormicion por cubiertas. A pesar del importante problema que la
dormicion representa para la produccion de este cultivo, y sobre todo para las empresas
semilleras, la mayoria de los estudios fisiologicos, moleculares y genéticos no han
considerado debidamente el papel que los distintos tejidos que recubren al embrién
tienen en la imposicion de la dormicion (Graeber et al., 2012). Por este motivo, esta
tesis estudiara la dormicion en Helianthus annuus L. impuesta por cubiertas, haciendo
foco en el papel del pericarpio y buscara desarrollar tecnologias que permitan eliminarla
a escala industrial.

1.2. Objetivos

1.2.1.Objetivo general

Dilucidar los mecanismos fisiologicos involucrados en el control de la dormicion en
aquenios de girasol (Helianthus annuus L.) y derivar tecnologias para su eliminacion a
escala industrial.

1.2.2. Objetivos especificos

1) Identificar los tejidos (i.e., pericarpio, cubierta seminal, endosperma y/o embrién)
responsables de la imposicion de la dormicion y, ligado a esto, la temperatura a la cual
se expresa esa dormicion.

2) Analizar el posible papel del pericarpio en la imposicién de una condicion de hipoxia
al embridn a alta temperatura de incubacion (30°C) y, consecuentemente, estudiar en
qué medida la hipoxia inhibe la germinacion a esa temperatura. Forma parte del mismo
objetivo: i) evaluar si esta inhibicion estd mediada por interferencias en el metabolismo
de ABA y/o alteraciones en la sensibilidad a esta hormona y ii) dilucidar la naturaleza
de una eventual restriccion a la llegada de oxigeno al embrion impuesta por el
pericarpio.

3) Determinar el efecto del hipoclorito de sodio (agente oxidante) sobre la germinacion
de aquenios a altas temperaturas de incubacion (25°C y 30°C) y evaluar su impacto
sobre el metabolismo de ABA. Ligado a este objetivo, generar tecnologias de manejo
post-cosecha que permita eliminar la dormicion y que sea aplicable a escala industrial.

1.3. Hipdtesis de trabajo

1) En aquenios con dormicion impuesta por el pericarpio, la presencia del mismo
impone una condicién de hipoxia al embrién, afectando el metabolismo del ABA.

2) La condicion de hipoxia al embrion, impuesta por el pericarpio, interfiere con la
sensibilidad de los embriones al ABA.
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1.4. Estructura de la tesis

La presente tesis se estructura en cinco capitulos. El Capitulo 1 (Introduccién general:
Revision de antecedentes y presentacion del problema) plantea el tema a abordar, releva
la informacion bibliografica existente, describe la especie objeto de estudio, y enuncia
los objetivos e hipdtesis. Los Capitulos 2 (El papel del pericarpio en la expresion de la
dormicion en aquenios de girasol), 3 (Efecto del hipoclorito de sodio aplicado a escala
industrial para eliminar la dormicién impuesta por el pericarpio) y 4 (La expresion de la
dormicion a altas temperaturas: Su relacién con el aumento de la sensibilidad a la
hipoxia y la actividad microbiana) comprenden los resultados experimentales derivados
de esta tesis, junto con su respectiva introduccién, materiales y métodos y discusion.
Finalmente, en el Capitulo 5 (Discusion general) se contrastan las hip6tesis planteadas
en el Capitulo 1, se discuten los resultados de manera conjunta y vinculada, se
concluyen los aportes de esta tesis y se comentan las implicancias para futuras
investigaciones.
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CAPITULO 2
El papel del pericarpio en la expresién de la dormicién en aquenios de girasol
Resumen

Los aquenios de girasol (Helianthus annuus L.) con frecuencia presentan dormicion
impuesta por el pericarpio, la cual es de larga duracion y causa serios problemas para la
industria semillera. En este capitulo se evalué una linea endocriada con este tipo de
dormicion. Los objetivos fueron: i) evaluar la germinacion de distintos lotes de aquenios
y determinar el efecto de los diferentes tejidos que recubren al embrion (entre ellos el
pericarpio) sobre la imposicion de la dormicion, ii) estudiar la anatomia de pericarpios,
iii) determinar el efecto de la temperatura de incubacion sobre la expresion de la
dormicion, iv) explorar las bases fisiologicas a partir de las cuales el pericarpio impone
dormicion y, para ello, se evalué la acumulacion de acido abscisico (ABA) en el
embrién durante la incubacion de semillas y/o aquenios a diferentes temperaturas y la
sensibilidad embrionaria al ABA durante la incubacion de semillas a diferentes
temperaturas y v) determinar el efecto de etileno, giberelinas y fluridone sobre la
eliminacion de la dormicion. La dormicion estuvo impuesta sélo por el pericarpio y su
expresion fue evidente Unicamente a altas temperaturas de incubacion (i.e., 25°C y
30°C). A su vez, los aquenios que fueron incubados inicialmente a 30°C por cierto
tiempo y luego fueron incubados a 12°C por el resto del periodo de incubacion,
alcanzaron mayores porcentajes de germinacion cuanto menor fue el tiempo de
exposicion a alta temperatura. Los lotes de aquenios de esta linea alcanzaron, en su
mayoria, similares porcentajes de germinacion dentro de cada temperatura de
incubacion, independientemente del ambiente, definido por la campafia, el sitio de
produccion y la fecha de siembra. La estructura de los pericarpios entre las diferentes
campafias practicamente no difiri6é entre si, por lo que el ambiente materno no produjo
cambios anatémicos del pericarpio. La incubacion a 30°C aumento la sensibilidad de las
semillas al ABA pero no implic6 un aumento en el contenido de esta hormona con
respecto a la incubacién a baja temperatura (i.e., 12°C). La adicion de etileno o
giberelinas a los aquenios permitié la eliminacion de la dormicion embrionaria a 25°C y
30°C, al igual que el fluridone en aquenios incubados a 30°C.
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2.1. Introduccion

Una semilla presenta dormicion cuando no tiene la capacidad de germinar en incubacion
bajo una combinacién de condiciones ambientales que, de otro modo, serian favorables
para su germinacion (Baskin y Baskin, 2004). La dormicion de las semillas es
mayormente hereditaria y permite optimizar la distribucion de la germinacion en el
tiempo, previniendo que esta ocurra bajo condiciones desfavorables para el
establecimiento de las plantulas (Kermode, 2005). A pesar de su indudable importancia
adaptativa, la dormicion es una caracteristica indeseable para la agricultura (Bewley,
1997). Una dormicién persistente puede afectar la emergencia del cultivo y el nimero
de plantas establecidas (Benech-Arnold et al., 2000), impactando en el rendimiento del
cultivo (Roselld et al., 2016). Debido a esto, la domesticacion y el mejoramiento han
tendido a eliminar este caracter presente en sus ancestros silvestres (Bewley, 1997). El
girasol (Helianthus annuus L.) es un importante cultivo oleaginoso (Anton et al., 2015;
Filippi et al., 2015; Nasreen et al., 2015) cuya historia de domesticacion relativamente
corta no ha resultado en reducciones en la dormicion de sus semillas (Rodriguez et al.,
2011).

Los aquenios (i.e., frutos) de algunos genotipos de girasol a menudo presentan
dormicion fisioldgica a cosecha (Rodriguez et al., 2011), lo que perjudica la emergencia
del cultivo, causando dificultades en la produccion comercial (Snow et al., 1998;
Nasreen et al., 2015).

La dormicion fisiolégica puede estar impuesta por las cubiertas (i.e., tejidos que
recubren al embrion), deberse a que la misma estd impuesta al embrion, o ser una
combinacion de ambas (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006). En el girasol la
dormicion fisiologica a cosecha obedece a una combinacion de dormicion embrionaria y
dormicion por cubiertas (Benech-Arnold, 2004) y si las semillas son secadas y
almacenadas a temperatura ambiente (25 + 1°C, humedad relativa 50%) la dormicién
embrionaria es eliminada rapidamente (Corbineau et al., 1990; Andrade et al., 2015); sin
embargo, la dormicion por cubiertas puede persistir por varias semanas e incluso meses
(Benech-Arnold, 2004). Por cubiertas se hace referencia a cualquier tejido que recubra
al embrién (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006; Szemruch et al., 2014) vy, en el
caso del girasol, son el pericarpio, la cubierta seminal y el endosperma.

El girasol presenta, a su vez, dormicion relativa, lo que implica que la dormicion se
expresa a ciertas temperaturas y no a otras (Bewley y Black, 1994). La literatura
muestra que la dormicion embrionaria en este cultivo se expresa a bajas temperaturas de
incubacion (i.e., 10°C a 15°C) mientras que la dormicién por cubiertas se puede
expresar a bajas o a altas temperaturas (i.e., 25°C a 40°C) (Corbineau et al., 1990;
Bodrone et al., 2017). La mayoria de los estudios sobre dormicién en girasol han sido
conducidos con genotipos que presentan dormicién embrionaria a pesar de que, como se
dijo mas arriba, este tipo de dormicion es menos persistente y mas facil de eliminar que
la dormicion impuesta por el pericarpio (Bodrone et al., 2017).

El &cido abscisico (ABA) es una hormona vegetal que se identificd por primera vez a
principios de la década de 1960 (Cutler et al., 2010). Desde entonces, se ha demostrado
que el ABA regula muchos aspectos del crecimiento y desarrollo de las plantas, incluida
la dormicion de las semillas (Finkelstein, 2013). Como se menciond en el primer
capitulo, esta hormona participa tanto en la induccion de la dormicién (durante la
maduracion de las semillas) como en el mantenimiento de la dormicion (en semillas
embebidas) (Bewley, 1997; Finkelstein et al., 2002; Liu et al., 2010). Para la induccién
de la dormicién, se requieren de adecuados niveles endégenos de ABA durante el
desarrollo de las semillas; por el contrario, una deficiencia de ABA durante esta etapa
esta asociada con la ausencia de dormicion en la semilla madura al momento de la
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dispersion (i.e., ausencia de dormicion primaria) (Nambara y Marion-Poll, 2003). Por
otra parte, el ABA mantiene la dormicién cuando ocurre sintesis de novo de esta
hormona en semillas embebidas (Ali-Rachedi et al., 2004). En la terminacion de la
dormicion no solo participan cambios en el contenido de ABA (i.e., balance entre su
sintesis y catabolismo) sino que también involucra cambios en la sefializacion de esta
hormona. Por ejemplo en el caso de la cebada, la terminacion de la dormicion de los
granos se encuentra estrechamente correlacionada con la disminucion de la sensibilidad
de los embriones al efecto inhibitorio del ABA sobre la germinacion (Benech-Arnold et
al., 1999).

La dormicion embrionaria en girasol es usualmente eliminada con etileno (ET), el cual
antagoniza el efecto del ABA (Corbineau et al., 1990), y también es eliminada con
fluridone, un inhibidor de la biosintesis de ABA (Yamazaki et al.,, 1999). Las
giberelinas (GAs) tienen efectos antagdnicos al ABA y promueven la terminacion de la
dormicion (Holdsworth et al., 2008), tal como lo demostraron Le Page-Degivry et al.
(1996) al aplicar bajas concentraciones de esta hormona en el medio de incubacion de
embriones de girasol con pocos dias de almacenamiento en seco. En girasol, la
expresion de la dormicién a altas temperaturas (e.g., 45°C) ha sido asociada con la
reducida produccién de ET (Corbineau et al., 1988). Los resultados sostienen la
hipotesis de que la induccion de la dormicidn secundaria se debe a la incapacidad para
convertir el acido l1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), un compuesto
intermediario en la produccién de ET, a ET. Por otra parte, la germinacion de semillas
pre-incubadas a 45°C fue estimulada por el acido 2-cloroetil fosfonico (etefon),
mientras que ACC o GAj3 no tuvieron efecto (etefdn, disuelto en agua, es absorbido y
transportado por la planta liberando ET lentamente). Curiosamente, a pesar de ser la
dormicion impuesta por el pericarpio mas problematica que la dormicién embrionaria
para la produccién de los cultivos, no han sido dilucidados los mecanismos subyacentes
a este tipo de dormicion en girasol.

La dormicion impuesta por el pericarpio esta presente en el germoplasma silvestre
(Heiser, 1951; Heiser et al., 1969; Heiser, 1976), complica la reproduccion del
germoplasma elite x el silvestre (Chandler y Jan, 1985; Seiler, 1992) y obstaculiza la
multiplicacion de semillas en la preservacion de germoplasma y en los programas de
mejoramiento de especies silvestres (Gandhi et al., 2005). Segun la literatura, los tejidos
que recubren al embridn, entre ellos el pericarpio, pueden imponer dormicion a través
de la limitacién de la entrada de oxigeno al embrion (i.e., hipoxia) (Corbineau y Come,
1995). Esta limitacion de oxigeno al embrién puede, a su vez, interferir con el
metabolismo y sensibilidad de inhibidores de la germinacion (Bewley y Black, 1982;
Benech-Arnold et al., 2006). La restriccion a la difusion de este gas depende de las
propiedades fisicas (estructura y espesor) y bioquimicas de las cubiertas (Corbineau y
Come, 1995). Diferentes investigaciones han demostrado que distintos genotipos
exhiben diferencias en la estructura del pericarpio, la cual se compone de epidermis,
hipodermis, esclerénquima y parénquima (Lindstrom et al., 2000), encontrdndose
variaciones en especial en lo que respecta al esclerénquima (Denis et al., 1994). A su
vez, si bien los factores genéticos son importantes para determinar la constitucion del
pericarpio, el ambiente y las practicas de manejo también pueden afectarlo (Baldini y
Vannozzi, 1996). El fundamento de como los tejidos que recubren al embridn, entre
ellos el pericarpio, pueden contribuir a imponer dormicién, es aun poco conocido
(Bodrone et al., 2017). En este sentido, una buena comprension de estos fundamentos
podria conducir a aplicaciones practicas en los cultivos (Née et al., 2017).

Sobre esta base, este capitulo aborda estudios llevados a cabo con una linea endocriada
con dormicién impuesta por el pericarpio con el fin de cumplir los siguientes objetivos:
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i) evaluar la germinacion de diferentes lotes de aquenios pertenecientes a distintas
campafias, sitios de produccion y fechas de siembra y, asimismo, determinar el efecto de
los diferentes tejidos que recubren al embrion (entre ellos el pericarpio) sobre la
imposicion de la dormicidn, ii) estudiar la anatomia de pericarpios pertenecientes a
aquenios de distintas campafias de produccién en un mismo sitio, de manera de
establecer correlaciones con eventuales diferencias en el comportamiento germinativo
de los distintos lotes, iii) determinar el efecto de la temperatura de incubacion sobre la
expresion de la dormicion, iv) explorar las bases fisiologicas a partir de las cuales el
pericarpio impone dormicion, para lo cual se evalud la acumulacién de ABA en el
embrién durante la incubacion de semillas y/o aquenios a diferentes temperaturas y la
sensibilidad embrionaria al ABA durante la incubacion de semillas a diferentes
temperaturas y V) estudiar la posibilidad de atenuar esta dormicion impuesta por el
pericarpio con agentes externos usualmente usados para dormicién embrionaria como
son etileno, giberelinas y fluridone.

2.2. Materiales y métodos

2.2.1. Material vegetal y terminologia utilizada

Se utilizaron aquenios de girasol de una linea endocriada productora de aceite que
fueron generados por Dow AgroSciences (Ruta 8, km 264, CP 2720, Colén, Buenos
Aires, Argentina). Los aquenios fueron enviados por la empresa inmediatamente luego
de la cosecha con 6,6% de contenido de humedad y se almacenaron a -30°C para
preservar el nivel de dormicion inicial (Oracz et al., 2008; Bazin et al., 2011). Esta linea
endocriada es usada como parental macho para donante de polen de maultiples hibridos
comerciales para aceite y presenta una dormicion persistente que perjudica a la industria
semillera (M. Gerbaldo, Dow AgroSciences, comunicacion personal, 2010). El
problema de la dormicion estd ligado fundamentalmente a que la industria necesita
multiplicar a esta linea para obtener su polen y asi fecundar a otras plantas (usadas
como parentales femeninos) para obtener los hibridos (que la industria vende como
simiente a los productores). Los lotes de aquenios fueron producidos en distintos
ambientes: en los sitios Colon (33°53°S, 61°06°0) e Hilario Ascasubi (39°22°S,
62°38°0) en la provincia de Buenos Aires (Argentina) y Lujan de Cuyo (33°1’S,
68°52°0) en la provincia de Mendoza (Argentina), en distintas campafas (2009/2010,
2010/2011 y 2011/2012, habiendo sido la primer campafia sélo en Lujan de Cuyo) y
fechas de siembra (una fecha de siembra, aunque en ocasiones hubo dos o tres (ver
Figura 2. 1). En los experimentos a continuacion detallados en los que no se aclara el
lote utilizado, se refiere al lote perteneciente al sitio de produccion Lujan de Cuyo de la
campafia 2009/2010 en la unica fecha de siembra debido a que fue el primer lote
entregado por Dow AgroSciences con el que se comenzaron a disefiar y realizar los
experimentos.

En la presente tesis aquenio se refiere al fruto de girasol que consiste en una semilla 'y
un pericarpio no soldado a la semilla, semilla se refiere a la cubierta seminal,
endosperma y embrion, y embrién se refiere al embrion aislado, segun Seiler (1997)
(ver Figura 1. 1 del capitulo anterior). Se utilizaron aquenios del tercio externo y medio
del capitulo de girasol que se obtuvieron mediante el empleo de un tamiz de tajo (estos
aquenios quedaron sobre el tamiz; mientras que los que se eliminaron fueron los que
pasaron a través del tamiz que tuvieron un tamafio menor a 2,75 mm). Las temperaturas
de incubacion de 12°C (i.e., baja temperatura), 25°C-30°C (i.e., altas temperaturas)
fueron experimentadas para permitir que la dormicion impuesta por el pericarpio sea
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diferencialmente expresada (Bodrone et al., 2017). Se considerd que un aquenio, semilla
0 embrién habia germinado cuando la elongacion de la radicula alcanzo los 2-3 mm.

La empresa Dow AgroSciences luego de la cosecha seca los aquenios hasta llevarlos a
6,6% de humedad (por protocolo) y en esta tesis se partio de este valor. Se aclara que el
contenido de humedad al que se lleva al aguenio luego de la cosecha tiene efecto sobre
la dormicion, pudiendo eliminarse la dormicion embrionaria (y que esa dormicion
embrionaria no es re-adquirida en casos de re-humedecimiento), pero no la dormicion
por cubiertas.

Los lotes de aquenios utilizados a lo largo de toda la tesis fueron ensayados con un test
de tetrazolio (2,3,5-trifeniltetrazolio cloruro) para conocer la viabilidad de sus semillas.
En este test s6lo aquellos tejidos que estdn vivos y respiran adquieren un color rojo
intenso de manera localizada, lo que permite distinguir semillas viables, que se colorean
de rojo, de aquellas semillas no viables, que no se colorean (cabe destacar que este test
no sirve para distinguir entre semillas dormidas de no dormidas, sélo evalGa viabilidad).
Para ello se incubaron semillas (es decir, aquenios sin pericarpio) en oscuridad en cajas
de Petri de 9 cm de diametro con dos discos de papel de filtro humedecido con 5 ml de
agua destilada a 12°C durante 24 h. Luego, de estas mismas semillas, se obtuvieron
embriones (es decir, semillas sin cubierta seminal ni endosperma) y, a su vez, algunos
embriones fueron cortados longitudinalmente. Posteriormente, semillas, embriones,
embriones cortados longitudinalmente, cubierta seminal y endosperma fueron incubados
en cuatro réplicas de veinticinco, en cajas de Petri de 9 cm de diametro con dos discos
de papel de filtro humedecido con 5 ml de solucion de tetrazolio (0,2 g de tetrazolio en
20 ml de agua destilada) en oscuridad durante 24 h a 30°C. La totalidad de las semillas,
embriones, embriones cortados longitudinalmente, cubierta seminal y endosperma se
tifleron de color rojo, lo que significa que los tejidos estaban vivos y, por lo tanto, eran
viables las semillas.

2.2.2.Germinacion de aquenios pertenecientes a distintos ambientes, a distintas
temperaturas de incubacién

Aquenios (i.e., aquenios intactos) de la linea endocriada pertenecientes a distintos
ambientes, definidos por distintas combinaciones de campafias (2009/2010, 2010/2011
y 2011/2012), sitios de produccién (Colon, Hilario Ascasubi y Lujan de Cuyo) y fechas
de siembra (una fecha de siembra por sitio, aunque en ocasiones hubo dos o tres) fueron
incubados a 12°C (i.e., baja temperatura), 25°C (i.e., alta temperatura) y 30°C (i.e., alta
temperatura) para evaluar la expresion de la dormicion. La incubacion se llevo a cabo
en oscuridad en cajas de Petri de 9 cm de didmetro con dos discos de papel de filtro
humedecido con 5 ml de agua destilada, con cuatro réplicas de 25 aquenios. El
porcentaje de germinacion se registré diariamente durante 20 d.

2.2.3. Estructura del pericarpio por microscopia optica

Se utilizaron aquenios pertenecientes al sitio Lujan de Cuyo de distintas campafias de
produccion (2009/2010, 2010/2011 y 2011/2012), donde hubo una unica fecha de
siembra por camparia, para analizar la estructura del pericarpio de estos agquenios por
microscopia optica. La eleccidn de estos aquenios para esta medicidn se debid a que en
la mayoria de los ensayos de la tesis se uso el lote perteneciente a Lujan de Cuyo de la
campafia 2009/2010, por lo que se busco comparar la campafia de este sitio con las dos
subsiguientes. Los aquenios fueron cortados en la region central con una hoja de afeitar
limpia para obtener finas rebanadas (aproximadamente 2 mm de espesor) e
inmediatamente fueron fijadas en formaldehido-alcohol-acético por 48 h. Las rebanadas
fueron deshidratadas en una serie de diluciones etanol-xilol y luego infiltradas y
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embebidas en parafina (D’ Ambrogio de Argiieso, 1986). Posteriormente, el material fue
cortado transversalmente y en serie (10-12 um de espesor) utilizando un micrétomo
rotativo tipo Minot, las secciones fueron tefiidas con safranina-fast green y montadas en
balsamo de Canada (Johansen, 1940). Las variables medidas de la estructura del
pericarpio fueron el nimero de capas de células del esclerénquima y el espesor del
mismo (um) en seis aquenios por campafia de produccion, con tres mediciones por
aquenio. Para ello, las secciones fueron fotografiadas con un microscopio éptico Zeiss
Axioplan (Oberkochen, Alemania) y analizadas con el software Zeiss AxioCam ERc 5s
(Jena, Alemania).

2.2.4.Efecto de la temperatura de incubacién y de los diferentes tejidos que
recubren al embrion sobre la expresion e imposicion de la dormicion,
respectivamente

Aquenios (i.e., aquenios intactos), semillas (i.e., aquenios sin pericarpio) y embriones
(i.e., semillas sin cubierta seminal ni endosperma) de la linea endocriada fueron
incubados a 12°C (i.e., baja temperatura), 25°C (i.e., alta temperatura) y 30°C (i.e., alta
temperatura) para determinar los tejidos responsables de la imposicion de la dormicion
y la temperatura a la cual se expresa esa dormicion. La incubacién se llevd a cabo en
oscuridad en cajas de Petri de 9 cm de didmetro con dos discos de papel de filtro
humedecido con 5 ml de agua destilada, con cuatro réplicas de 25 aguenios, semillas o
embriones. El porcentaje de germinacion se registré diariamente durante 20 d.

Se llevé a cabo otro ensayo para evaluar si la temperatura de 30°C (i.e., alta
temperatura) sélo permitia que los aquenios expresaran dormicion o si esa temperatura
ademas inducia a dormicion secundaria. Para ello, se incubaron aquenios de esta linea
endocriada en agua destilada durante: i) 15 d a 30°C, ii) 5d a 30°C y luego 10 d a 12°C,
iii) 3da30°Cyluego 12 d a 12°C y iv) 15d a 12°C. La incubacion se llevé a cabo con
el mismo sistema experimental descripto arriba, con cuatro réplicas de 25 aquenios. El
porcentaje de germinacion se registrd: al final del periodo de incubacién para los
tratamientos de temperatura constante durante toda la incubacion (i.e., tratamientos “i” y
“iv”); y al final del periodo de incubacién a cada temperatura para los tratamientos que
consistieron en dos temperaturas contrastantes a lo largo de la incubacion (i.e.,
tratamientos “ii” y “iii”).

Para lograr discernir con precision cual o cuales de los diferentes tejidos que recubren al
embrién (i.e., pericarpio, cubierta seminal y endosperma) imponen dormicién, es que
estos tejidos fueron eliminados o dafiados mecanicamente, utilizando un bisturi y una
lupa. Para realizar el dafio en la cubierta seminal y el endosperma, las semillas
previamente se colocaron durante 30 min en cajas de Petri con un disco de papel de
filtro humedecido con 3 ml de agua destilada. Posteriormente, los siguientes
tratamientos fueron incubados en agua destilada, con el mismo sistema experimental
descripto arriba, a 25°C y 30°C, con cuatro réplicas de 25: aquenios (i.e., A), aquenios
con un corte lateral que afectd la mitad del largo del pericarpio hacia el eje embrionario
(i.e., Pd), aquenios con un corte lateral que afectd la mitad del largo del pericarpio hacia
el eje embrionario sumado a un dafio en la cubierta seminal y el endosperma (i.e.,
Pd+CSd+Ed), y aquenios después de la eliminacién del pericarpio pero sin dafiar la
cubierta seminal ni el endosperma (i.e., S). El porcentaje de germinacion se registro
después de 20 d de incubacion.



22

2.2.5.Contenido embrionario de ABA en semillas y aquenios a diferentes
temperaturas de incubacion

El contenido embrionario de ABA fue medido en la linea endocriada a traves de dos
experimentos: i) aquenios y semillas incubados a 30°C vy ii) aquenios incubados a 12°C
y 30°C. La incubacion se llevo a cabo en oscuridad en cajas de Petri de 9 cm de
diametro con dos discos de papel de filtro humedecido con 5 ml de agua destilada, con
tres réplicas de 25 aquenios o semillas.

Para la determinacion de ABA, se tomaron muestras de quince semillas y/o aquenios de
cada experimento a diferentes tiempos de incubacion antes de la germinacion de la
primera semilla o aquenio. Posteriormente, estas semillas y aquenios fueron
diseccionados para obtener embriones, congelados en nitrégeno liquido, y almacenados
a -80°C hasta ser liofilizados. Luego cada muestra fue liofilizada, molida con un
mortero, pesada y almacenada a -30°C hasta realizarse la determinacion del contenido
embrionario de ABA. Para la determinacion, a cada muestra se le agreg6 agua destilada
(100:1 v/p) y se la dejo durante toda la noche sobre un agitador a 4°C. Después cada
muestra se centrifugd a 10.000 rpm durante 4 min y se analizaron 50 pl del
sobrenadante por muestra in duplo con un radioimunoensayo como se describe en
Steinbach et al. (1995) usando un anticuerpo mono-clonal AFR MAC 252 (Quarrie et
al., 1988), y ABA tritiado (Amersham Biosciences, Reino Unido). Se calculd la media 'y
el error estandar de la media de tres réplicas, cada una evaluada in duplo.

Paralelamente a estos dos experimentos de los cuales se tomaron muestras para la
medicion del contenido embrionario de ABA, se realizaron otros dos experimentos para
medir el porcentaje de germinacion de aquenios y semillas de cada tratamiento. De esta
manera, se aseguro que la medicion de ABA se llevara a cabo antes de que comience la
germinacion y también permitio relacionar el porcentaje de germinacion con el
contenido de ABA. Tres réplicas de cada tratamiento fueron incubadas (como en el caso
del ensayo de medicion de ABA) y se registrd la germinacion diariamente durante 20 d.

2.2.6.Sensibilidad embrionaria al ABA durante la incubacién de semillas a
diferentes temperaturas

Semillas de la linea endocriada fueron incubadas a 12°C, 25°C y 30°C en agua destilada
(i.e., control) y soluciones de ABA (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) a concentraciones
de 1, 10 y 100 umol I ABA. La incubacién se llevé a cabo en oscuridad en cajas de
Petri de 9 cm de didmetro con dos discos de papel de filtro humedecido con 5 ml de
agua destilada o solucién hormonal, con tres réplicas de 25 semillas. Para las soluciones
de ABA, el componente se disolvié en 1 mol It NaOH (hidréxido de sodio) de acuerdo
con el protocolo https://www.sigmaaldrich.com/technical-
documents/protocols/biology/growth-requlators.html provisto por Sigma-Aldrich. El
porcentaje de germinacion se registré después de 20 d de incubacion.

2.2.7.Efecto del etileno y las giberelinas sobre la germinacion de aquenios

Aquenios de la linea endocriada fueron incubados a 25°C y 30°C en agua destilada,
soluciones de Tifdn (i.e., un componente liberador de etileno, Gleba S.A., Argentina) a
concentraciones de 10, 100, y 500 umol It Tifon y soluciones de GA; (i.e., giberelinas
3, Sigma-Aldrich, Estados Unidos) a concentraciones de 100 y 200 umol I'* GA;. La
incubacion se llevd a cabo en oscuridad en cajas de Petri de 9 cm de didmetro con dos
discos de papel de filtro humedecido con 5 ml de agua destilada o solucion hormonal,
con cinco réplicas de 25 aquenios. Las soluciones de GA; fueron preparadas a partir de
la disolucion del componente en EtOH (etanol) de acuerdo con el protocolo
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https://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/protocols/biology/growth-
regulators.html provisto por Sigma-Aldrich.

2.2.8. Efecto del fluridone sobre la germinacion de aquenios

Aquenios de la linea endocriada fueron incubados a 30°C en agua destilada, soluciones
de fluridone (i.e., un inhibidor de la biosintesis de ABA) a concentraciones de 5, 10, 50,
100 y 500 pmol I fluridone. La incubacion se llevé a cabo en oscuridad en cajas de
Petri de 9 cm de diametro con dos discos de papel de filtro humedecido con 5 ml de
agua destilada o solucién hormonal, con tres réplicas de 25 aquenios. Las soluciones
fueron preparadas a partir de la disolucion del componente en acetona 1% Yy luego la
acetona fue evaporada.

2.2.9. Andlisis estadistico

Se realizaron analisis de varianza (i.e., ANOVA) y test de Tukey (con P<0,05)
utilizando el programa InfoStat 2014 (Di Rienzo et al., 2014). Para las figuras se uso
GraphPad Prism 4.0 (Motulsky, 2003).

2.3. Resultados

2.3.1.Germinacion de aquenios pertenecientes a distintos ambientes, a distintas
temperaturas de incubacion

Aquenios de la linea endocriada correspondientes a distintos ambientes, definidos por
distintas combinaciones de campafas (2009/2010, 2010/2011 y 2011/2012), sitios de
produccion (Colén, Hilario Ascasubi y Lujan de Cuyo) y fechas de siembra (una,
aunque en ocasiones hubo dos o tres) exhibieron mayores porcentajes de germinacion a
12°C, menores a 25°C y aun menores a 30°C (Figura 2. 1), demostrando expresion de la
dormicion a altas temperaturas de incubacion. Los lotes de aquenios alcanzaron
similares porcentajes de germinacion dentro de cada temperatura de incubacion,
independientemente del ambiente (definido por distintas combinaciones de camparias,
sitios de produccion y fechas de siembra), a excepcion de los aquenios de la campafa
2009/2010 en Lujan de Cuyo incubados a 25°C y 30°C que presentaron porcentajes de
germinacion algo mayores (Figura 2. 1).
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Figura 2. 1. Germinacion (%) de aquenios de la linea endocriada pertenecientes a distintos
ambientes, definidos por distintas combinaciones de campafias (2009/2010, 2010/2011 y
2011/2012), sitios de produccion (Col6n, Hilario Ascasubi y Lujan de Cuyo) y fechas de
siembra (FS) (una fecha de siembra aunque en ocasiones hubo dos o tres), incubados en agua
destilada a 12°C (A), 25°C (B) y 30°C (C). Las barras representan el error estandar de la media
para cuatro réplicas. Cuando las barras no se muestran, el valor del error estdndar de la media es
menor que el tamafio del simbolo.

2.3.2.Estructura del pericarpio por microscopia éptica

Se evalud por microscopia Optica la estructura de pericarpios de aquenios de la linea
endocriada pertenecientes al sitio de produccion Lujan de Cuyo de la campafa
2009/2010, 2010/2011 y 2011/2012 (Figura 2. 2) y los resultados no mostraron
diferencias significativas en el nimero de capas de células del esclerénquima (test de
Tukey con P<0,05; Cuadro 2. 1); sin embargo, el espesor del esclerénquima (um) de los
aquenios de la campafia 2010/2011 fue menor al de los aquenios de las otras dos
campanas (test de Tukey con P<0,05; Cuadro 2. 1).
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Figura 2. 2. Secciones transversales de la parte central de aquenios de la linea endocriada
pertenecientes al sitio Lujan de Cuyo de la camparfia de produccion 2009/2010 (A), 2010/2011
(B) y 2011/2012 (C). Abreviaturas: ep, epidermis; h, hipodermis; es, esclerénquima; pa,
parénquima; cs, cubierta seminal; en, endosperma; em, embrion. Barra de escala = 50 um.

Cuadro 2. 1. Numero de capas de células del esclerénquima y espesor del esclerénquima (um)
de aquenios pertenecientes al sitio Lujan de Cuyo de la campafia de produccion 2009/2010,
2010/2011 y 2011/2012. Los valores son las medias + el error estandar de la media para seis
aquenios por campafia de produccion, con tres mediciones por aquenio.

Campafia de Numero de capas de células Espesor
produccion del esclerénquima’ del esclerénquima (um)’
2009/2010 70+0,2a 1489+ 3,6 a
2010/2011 71+02a 116,1+£3,2b
2011/2012 76+03a 152,4+38a

"Medias de los tratamientos dentro de cada columna con la misma letra no son
significativamente diferentes segln test de Tukey (con P<0,05).
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2.3.3.Efecto de la temperatura de incubacién y de los diferentes tejidos que
recubren al embrion sobre la expresion e imposicion de la dormicion,
respectivamente

Semillas y embriones de la linea endocriada alcanzaron el 100% de germinacion
independientemente de la temperatura de incubacion (Figura 2. 3), lo que indica que
dormicion embrionaria no existe en este lote de aquenios en este estadio, y que la
cubierta seminal y el endosperma no inhibieron la germinacion. Por el contrario, los
aquenios solo alcanzaron el 100% de germinacion cuando la incubacion fue a 12°C
(Figura 2. 3A); la germinacion total de aquenios a 25°C y 30°C fue significativamente
reducida a 75% y 50%, respectivamente, en comparacion con la germinacion de
semillas y embriones (test de Tukey con P<0,05; Figura 2. 3 B y C). Esto pone de
relieve que la dormicion impuesta por el pericarpio se expresd cuando los agquenios
fueron incubados a 25°C y 30°C, pero no cuando fueron incubados a 12°C.

A 12°C B 25°C c 30°C
O Aquenios A Semillas O Embriones

100+

804

60

40

Germinacion (%)

20

O_T'T'T‘l'l — T T T T T T T T T — T T T T T T T T T
0 4 8 12 16 20 0 4 8 12 16 20 0 4 8 12 16 20
Tiempo de incubacién (d) Tiempo de incubacién (d) Tiempo de incubacion (d)
Figura 2. 3. Germinacion (%) de aquenios, semillas y embriones de la linea endocriada
incubados en agua destilada a 12°C (A), 25°C (B) y 30°C (C). Las barras representan el error
estandar de la media para cuatro réplicas. Cuando las barras no se muestran, el valor del error

estandar de la media es menor que el tamafio del simbolo.

Los aquenios de la linea endocriada incubados durante 15 d a 12°C no expresaron
dormicion (Figura 2. 4). Por el contrario, los aquenios incubados durante 3,5y 15d a
30°C alcanzaron valores de alrededor de 50% de germinacion al cabo de la incubacion a
esa temperatura (Figura 2. 4). Cuando los aquenios incubados inicialmente a 30°C
durante 5y 3 d fueron luego incubados a 12°C por el resto del periodo de incubacion, se
observO que el porcentaje de germinacion aumenté durante la incubacion a baja
temperatura (Figura 2. 4). Esto demuestra que la incubacion a 30°C permitié que los
aquenios expresaran dormicion y, ademas, la incubacién a 30°C indujo a dormicion
secundaria a una fraccion de la poblacion que fue la que no germiné luego de estar
incubada a 30°C y posteriormente incubada a 12°C. A su vez, los aquenios alcanzaron
mayor porcentaje de germinacion cuanto menor fue el tiempo de exposicion a alta
temperatura (Figura 2. 4).
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Figura 2. 4. Germinacién (%) de aquenios de la linea endocriada incubados en agua destilada
después de 15d a 30°C,5d a 30°C y luego 10 d a12°C,3d a 30°C y luego 12da12°Cy 15da
12°C. Las barras representan el error estandar de la media para cuatro réplicas. Cuando las
barras no se muestran, el valor del error estandar de la media es menor que el espesor de la
linea.

Cuando se llevaron a cabo tratamientos que consistieron en la eliminacion o dafio de los
tejidos que recubren al embridn se vio que en la incubacion a 25°C la germinacion de
Pd y Pd+CSd+Ed fue significativamente mayor en comparacion con A (test de Tukey
con P<0,05; Cuadro 2. 2) y similar a S. En la incubacion a 30°C los dos tratamientos de
dafo y el de eliminacion del pericarpio (i.e., S) tuvieron un porcentaje de germinacion
significativamente mayor en comparacion con A (test de Tukey con P<0,05; Cuadro 2.
2); sin embargo, a 30°C el tratamiento de menor intensidad de dafio (i.e., Pd) no fue
suficiente para producir una germinacion similar a la de S. Estos resultados indican que
la imposicién de la dormicion fue debida principalmente al pericarpio, aunque la
cubierta seminal y el endosperma pueden tener algin efecto ya que Pd difirid
significativamente de S a 30°C (test de Tukey con P<0,05; Cuadro 2. 2); sin embargo,
esto Gltimo fue observado sélo a la méas alta temperatura de incubacion.
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Cuadro 2. 2. Germinacién (%) de aquenios (i.e., A), aquenios con un corte lateral que afecto la
mitad del largo del pericarpio hacia el eje embrionario (i.e., Pd), aquenios con un corte lateral
que afect6 la mitad del largo del pericarpio hacia el eje embrionario sumado a un dafio en la
cubierta seminal y el endosperma (i.e., Pd+CSd+Ed) y aquenios después de la eliminacion del
pericarpio pero sin dafiar la cubierta seminal ni el endosperma (i.e., S), pertenecientes a la linea
endocriada, después de 20 d de incubacidn a 25°C y 30°C en agua destilada. Los valores son las
medias + el error estandar de la media para cuatro réplicas.

Germinacion (%)"

Tratamiento A 25°C A 30°C

A 750+44 b 470£5,7 ¢
Pd 97,0+£1,0 a 80,0+54 b
Pd+CSd+Ed 90,0+4,2 a 87,0+£3,0 ab
S 96,0+£0,0 a 980+12 a

"Medias de los tratamientos dentro de cada columna con la misma letra no son
significativamente diferentes segln test de Tukey (con P<0,05).

2.3.4.Contenido embrionario de ABA en semillas y aquenios a diferentes
temperaturas de incubacién

El contenido embrionario de ABA de aquenios se mantuvo bastante constante durante la
incubacion a 30°C (Figura 2. 5). El contenido embrionario de ABA proveniente de
semillas sometidas a la misma temperatura de incubacion se mantuvo constante hasta
las 4 h, pero luego comenzé a incrementar y alcanzé los 4000 pg (mg PS)™ a las 16 h
después de comenzada la incubacion (Figura 2. 5A). El contenido embrionario de ABA
de aquenios incubados a 12°C y 30°C fue similar (Figura 2. 5B) a pesar de una marcada
diferencia en el porcentaje final de germinacion alcanzada a estas dos temperaturas de
incubacién (figura interna de Figura 2. 5B). Esto sugiere que el contenido embrionario
de ABA de aquenios no fue afectado por la temperatura de incubacion y no mostrd
relacion con la diferente expresion de la dormicion observada a 12°C y 30°C. Estos
resultados, en su conjunto, indican que ni la dormicién impuesta por el pericarpio ni su
expresion a 30°C parecen ser causadas por alteraciones en el contenido de ABA, con
respecto al que poseen semillas incubadas sin pericarpio o aquenios incubados a bajas
temperaturas.
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Figura 2. 5. Contenido embrionario de ABA durante la incubacién en agua destilada. Aquenios
y semillas incubados a 30°C (A) y aquenios incubados a 12°C y 30°C (B). Las barras
representan el error estdndar de la media para tres réplicas, cada una medida in duplo. Cuando
las barras no se muestran, el valor del error estdndar de la media es menor que el tamafio del
simbolo. Las figuras internas muestran la germinacién (%) en agua destilada; sus barras
representan el error estandar de la media para tres réplicas; y sus barras horizontales indican el
periodo de muestreo para el contenido embrionario de ABA.

2.3.5.Sensibilidad embrionaria al ABA durante la incubacion de semillas a
diferentes temperaturas

A 12°C 100 pmol It ABA casi completamente suprimi6 la germinacion de las semillas
de la linea endocriada, mientras que a esta temperatura la incubacion con 10 pmol It
ABA s6lo afectd ligeramente la germinacién (Cuadro 2. 3). Por el contrario, 10 umol I
ABA fue suficiente para casi completamente suprimir la germinacion cuando la
incubacion fue llevada a cabo a 25°C y 30°C (Cuadro 2. 3). Estos resultados sugieren
que la incubacion a altas temperaturas incrementa la sensibilidad de las semillas al
ABA.

Cuadro 2. 3. Germinacion (%) de semillas de la linea endocriada después de 20 d de incubacién
a 12°C, 25°C y 30°C en agua destilada (i.e., control) y soluciones de &cido abscisico (ABA) a
concentraciones de 1, 10 y 100 pmol I ABA. Los valores son las medias + el error estandar de
la media para tres réplicas.

Germinacion (%)

Tratamiento A 12°C A 25°C A 30°C

Control 98,7+1,3 a 100,0+0,0 a 100,0+0,0 a
1 pumol I'" ABA 100,0+0,0 a 973+13 a 100,0+0,0 a
10 umol I ABA 84,0+4,0 b 14,7+48 b 267+13 b
100 pumol I'* ABA 147+35 ¢ 80+23 b 160+0,0 ¢

tMedias de los tratamientos dentro de cada columna con la misma letra no son
significativamente diferentes segln test de Tukey (con P<0,05).

2.3.6. Efecto del etileno y las giberelinas sobre la germinacion de aquenios

La adicion de Tifén o GA; a diferentes concentraciones condujo a una pérdida de la
dormicion impuesta por el pericarpio en aquenios de la linea endocriada a 25°C y 30°C
(Cuadro 2. 4).
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Cuadro 2. 4. Germinacion (%) de aquenios de la linea endocriada después de 20 d de
incubacion a 25°C y 30°C en agua destilada (i.e., control), soluciones de Tifon a
concentraciones de 10, 100, y 500 pmol I* Tifén, y soluciones de giberelinas (GA;) a
concentraciones de 100 y 200 umol I'* GA;. Los valores son las medias * el error estandar de la
media para cinco réplicas.

Germinacion (%)"

Tratamiento A 25°C A 30°C

Control 744+32 c 472+46 b
10 pmol I Tifén 88,8+2,7 ab 840+28 a
100 pmol I* Tifén 864+1,6 ab 88,0+3,1 a
500 pmol I™* Tifén 84,8+2,7 bc 880+18 a
100 umol I GA; 96,8+15 a 832+43 a
200 pmol I GA, 93,6 +2,7 ab 89,6+27 a

"Medias de los tratamientos dentro de cada columna con la misma letra no son
significativamente diferentes segln test de Tukey (con P<0,05).

2.3.7. Efecto del fluridone sobre la germinacion de aquenios

La adicion de fluridone a aquenios de la linea endocriada en concentraciones iguales o
superiores a 50 pmol I permitié aumentar la germinacién a 30°C de incubacién con
respecto al control (Cuadro 2. 5). Por el contrario, a 25°C de incubacién, la adicién de
fluridone no evidencié diferencias significativas con respecto al control (test de Tukey
con P<0,05; Cuadro 2. 5).

Cuadro 2. 5. Germinacion (%) de aquenios de la linea endocriada después de 20 d de
incubacion a 30°C en agua destilada (i.e., control) y soluciones de fluridone a concentraciones
de 5, 10, 50, 100 y 500 pmol I"* fluridone. Los valores son las medias + el error estandar de la
media para tres réplicas.

Germinacion (%)"

Tratamiento A 25°C A 30°C
Control 78,727 a 347+71 ¢

5 umol I fluridone 69,3+35 a 36,0+6,1 bc
10 pmol I™* fluridone 787+6,7 a 46,7 3,5 abc
50 umol I"* fluridone 80,0+£23 a 65,3+5,3 a
100 pmol I"* fluridone 78727 a 61,3+2,7 ab
500 pmol I™* fluridone 853+27 a 61,3+6,7 ab

tMedias de los tratamientos dentro de cada columna con la misma letra no son
significativamente diferentes segln test de Tukey (con P<0,05).

2.4. Discusion

El girasol (Helianthus annuus L.) es un importante cultivo, principalmente por la
calidad de su aceite para el consumo humano (Paniego et al., 2007), y la alta demanda
hace que sea necesario aumentar la produccion de su semilla (Vigliocco et al., 2017).
Uno de los objetivos de la industria semillera es obtener una plantula de cada semilla y
la dormicion atenta contra esto, causando importantes pérdidas econdémicas (Snow et al.,
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1998; Nasreen et al., 2015). Los principales problemas no resueltos en la ecofisiologia
del girasol, como es la dormicion, limitan los esfuerzos para perfeccionar el manejo y el
mejoramiento de este cultivo (Hall, 2001). Investigaciones anteriores habian hecho foco
en el estudio de la dormicion embrionaria en girasol (Bazin et al., 2011; El-Maarouf-
Bouteau et al., 2015). Recientemente se han publicado algunos trabajos de investigacion
sobre el efecto del pericarpio en la expresion de la dormicién en esta especie. Andrade
et al. (2015) ampliaron el conocimiento sobre la estructura anatémica del pericarpio y
las vias por las que las condiciones de almacenamiento y la imbibicién temprana afectan
de manera diferencial el contenido de hormonas en el pericarpio en lineas dormidas y no
dormidas. Vigliocco et al. (2017) evaluaron como las condiciones de almacenamiento y
la eliminacién del pericarpio afectan el nivel de dormicion en una linea de girasol con
dormicion impuesta por el pericarpio y proporcionaron informacién sobre las
caracteristicas morfoldgicas del pericarpio. Si bien hay algunos trabajos, la literatura es
escasa en relacion al estudio de la dormicion impuesta por el pericarpio (Bodrone et al.,
2017).

En este capitulo se evalué una linea endocriada de girasol con dormicion persistente y
los resultados demostraron que esta dormicion estuvo impuesta sélo por el pericarpio
(hubo poca incidencia de otros tejidos que recubren al embrion) y su expresion fue
evidente Unicamente a altas temperaturas de incubacién (i.e., 25°C y 30°C) (Figura 2. 1,
Figura 2. 3 y Cuadro 2. 2). Cuando se evaluo si la alta temperatura de incubacion (i.e.,
30°C) sélo permitia que los aquenios expresaran dormicion o si esa temperatura ademas
inducia a dormicién secundaria, se observd que esta temperatura permitié que los
aquenios expresaran dormicion y, ademas, indujo a dormicion secundaria (Figura 2. 4).
A su vez, los aquenios que fueron incubados inicialmente a 30°C durante 5y 3 dy
fueron luego incubados a 12°C por el resto del periodo de incubacion, alcanzaron
mayores porcentajes de germinacion cuanto menor fue el tiempo de exposicién a alta
temperatura (Figura 2. 4).

Factores genéticos son importantes para determinar la constitucién del pericarpio,
aunque el ambiente y las practicas de manejo también pueden afectarlo (Baldini y
Vannozzi, 1996). Los lotes de aquenios de esta linea alcanzaron, en su mayoria,
similares porcentajes de germinacion dentro de cada temperatura de incubacion,
independientemente del ambiente (definido por distintas combinaciones de campanas,
sitios de produccion y fechas de siembra) (Figura 2. 1). Posteriormente, cuando se
evalud la estructura del pericarpio de aquenios pertenecientes al sitio de produccion
Lujan de Cuyo, si bien el espesor del esclerénquima fue menor para la campafa
2010/2011, no se evidenciaron diferencias en el nimero de capas de células del
esclerénquima entre los aquenios de las distintas campafias (Cuadro 2. 1). Por lo tanto,
la estructura de los pericarpios entre las diferentes campafias practicamente no difirio
entre si, por lo que el ambiente materno no produjo cambios anatémicos del pericarpio
(Figura 2. 2 y Cuadro 2. 1). La constitucion del pericarpio pareceria haber respondido a
aspectos genéticos, mayoritariamente, con poca influencia ambiental, como sostuvieron
Lindstrom et al. (2000).

Los tejidos que recubren al embrion pueden imponer dormicién a través de la limitacion
de la entrada de oxigeno al embrion (i.e., hipoxia) (Corbineau y Céme, 1995). Se ha
demostrado que la limitacion de oxigeno al embridn puede alterar el metabolismo del
ABA a favor de su acumulacion (Bewley y Black, 1982; Benech-Arnold et al., 2006),
aunque en estos experimentos no se detectd ninguna diferencia significativa en el
contenido de ABA durante la incubacion a 30°C cuando se compar6 semillas versus
aquenios (Figura 2. 5). En contraste, la sensibilidad de las semillas al ABA fue
incrementada varias veces cuando la incubacion se llevo a cabo a altas temperaturas
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(Cuadro 2. 3), sugiriendo que la menor germinacion a 25°C y 30°C puede explicarse, en
parte, por un aumento en la sensibilidad al ABA. En efecto, un aumento en la respuesta
al ABA se documentd en embriones de cebada dormidos expuestos a alta temperatura
de incubacién y bajas tensiones de oxigeno (Benech-Arnold et al.,, 2006). Un
mecanismo que relaciona los niveles de oxigeno y la sefalizacion del ABA fue
recientemente descripto en Arabidopsis y cebada, el cual implica una via de proteolisis
dirigida (via N-terminal). La actividad reducida de esta via en niveles de oxigeno bajo
permite un incremento de la respuesta al ABA a través de la estabilizacion del factor de
respuesta a etileno ERFVII (por sus siglas en inglés) (Holman et al., 2009; Mendiondo
et al., 2015). Una via similar podria estar operando en girasol, y ademas, podria ser un
mecanismo comun implicado en el aumento de la respuesta al ABA observado a altas
temperaturas de incubacion en muchas especies diferentes y, asimismo, podria
promover bajas tensiones de oxigeno dentro del aquenio.

Cuando en esta linea endocriada con dormicion impuesta por el pericarpio se evaluaron
agentes externos, usualmente usados para eliminar dormicién embrionaria, se observo
que el etileno y las giberelinas resultaron eficaces para terminar parte de la dormicion
impuesta por el pericarpio (Cuadro 2. 4). Se ha demostrado que el etileno exdgeno o los
compuestos de liberacion de etileno mejoran la germinacion en numerosas especies
(Corbineau y Come, 1995) y que la dormicién en girasol a altas temperaturas de
incubacion se asocia con una reduccion de la produccion de etileno (Corbineau et al.,
1988). A su vez, también es conocido que las giberelinas mejoran la germinacion de
semillas dormidas de numerosas especies cuya dormicién es eliminada con etileno,
como es el caso del girasol (Corbineau et al., 2014). El fluridone aplicado a aquenios de
esta linea endocriada también logré atenuar la dormicién, pero s6lo a la mas alta
temperatura de incubacion (Cuadro 2. 5). Le Page-Degivry y Garello (1992) habian
demostrado que el fluridone aumentaba la germinacion en embriones de girasol con
dormicion embrionaria y aqui se encontré que también tiene efecto sobre la dormicién
impuesta por el pericarpio. En conclusion, la aplicacién de agentes externos sobre
aquenios disminuyd la sensibilidad del embrién a la restriccion que impone el
pericarpio.

Por lo tanto, el pericarpio impone dormicion a altas temperaturas de incubacion a traves
de un mecanismo fisioldégico que aun no se ha determinado. Considerando que la
disponibilidad de oxigeno al embridn por parte de las cubiertas depende de la estructura,
el espesor y las propiedades bioquimicas de estos tejidos (Corbineau y Céme, 1995), el
pericarpio presumiblemente podria imponer hipoxia al embrién.
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CAPITULO 3

Efecto del hipoclorito de sodio aplicado a escala industrial para eliminar la
dormicion impuesta por el pericarpio

Resumen

El disefio de tecnologias para la eliminacion de la dormicidén impuesta por el pericarpio
a escala de industria semillera, deberia estar fuertemente basada en el entendimiento de
las bases fisioldgicas determinantes de este tipo de dormicion en aquenios de girasol.
Este capitulo se llevo a cabo con una linea endocriada con dormicién impuesta solo por
el pericarpio, cuya expresion fue evidente Unicamente a altas temperaturas de
incubacién (i.e., 25°C y 30°C), para: i) evaluar el efecto del hipoclorito de sodio (agente
oxidante) sobre la eliminacién de la dormicion, ii) explorar las bases fisioldgicas a partir
de las cuales el hipoclorito de sodio podria, eventualmente, terminar la dormicién en
aquenios incubados a altas temperaturas de incubacion y, para ello, se evalu6 la
acumulacion de acido abscisico (ABA) en el embrién durante la incubacién a 30°C de
aguenios con y sin uso del agente oxidante, iii) determinar el impacto del efecto del
pericarpio sobre la emergencia del cultivo a campo (evaluado a través del
comportamiento del aquenio a campo) y iv) evaluar la factibilidad del uso del
hipoclorito de sodio para eliminar la dormicion aplicado a escala de industria semillera,
medido a través de la emergencia a campo. La aplicacion de hipoclorito de sodio a los
aquenios aumentd la germinacion a 30°C con respecto al control. En aquenios
incubados a 30°C el contenido de ABA disminuyd durante la incubacion cuando los
mismos fueron tratados con hipoclorito de sodio. La aplicacion de hipoclorito de sodio
sobre un lote comercial de aquenios (i.e., lavado al 3% y 7%, después de que fueran
aplicados los quimicos que habitualmente utiliza la industria) resultdé en mayor
germinacién comparada con controles dormidos no tratados. Los experimentos a campo
mostraron que la dormicion impuesta por el pericarpio redujo la emergencia del cultivo
a campo. Sin embargo, el tratamiento de los aquenios con hipoclorito de sodio, dentro
del habitual procedimiento que aplica la industria, mejoré la emergencia a campo.
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3.1. Introduccion

La dormicién impuesta por el pericarpio es, por persistencia, mas problematica que la
dormicion embrionaria para la produccion del cultivo de girasol. Sin embargo, el
conocimiento actual acerca de los determinantes de este tipo de dormicion es ain escaso
(Bodrone et al., 2017). Esto conlleva a que no existan metodologias que permitan
eliminarla a escala industrial.

En el cultivo de girasol, la dormicidén impuesta por los tejidos que recubren al embrion
puede implicar el establecimiento de hipoxia al embrion, posiblemente interfiriendo con
el metabolismo del &cido abscisico (ABA) y aumentando su sefializacion. Esta hipotesis
se basa en mecanismos descriptos para cebada, cuyos granos tienen diferentes tejidos
que recubren el embrién (i.e., endosperma, pericarpio, lema y palea) (Benech-Arnold et
al., 2006). Como en el caso del pericarpio de girasol, estos tejidos que recubren al
embrion de cebada son ricos en polifenoles y actuan como “trampas” para el oxigeno,
imponiendo hipoxia al embrion e interfiriendo con el metabolismo del ABA
(incrementando la sintesis de esta hormona y/o reduciendo su catabolismo), y también
interfiriendo con su sefializacion (incrementando la sensibilidad de los embriones al
ABA) (Benech-Arnold et al., 2006; Mendiondo et al., 2010). Por lo tanto, mecanismos
similares podrian estar operando en girasol en donde el pericarpio impone dormicion en
aquenios. Si esta suposicion es correcta, el uso de agentes oxidantes para atenuar la
hipoxia impuesta por el pericarpio aparece como una solucion prometedora para
mejorar la germinacién, plausible de ser implementada a escala de industria semillera.
El hipoclorito de sodio (NaClO) y perdéxido de hidrégeno (H,O;), por ejemplo, son
agentes oxidantes que eliminan la dormicién en cariopses con glumas de sorgo de alepo
(aplicado en su forma comercial pura 'y 0,9 M, respectivamente) (Benech-Arnold et al.,
1992). El perdxido de hidrogeno aplicado a embriones aislados y granos intactos de
cebada (99,9% en 30% v/v agua) también elimind la dormicion al reducir el nivel de
ABA endogeno (Wang et al., 1998). A su vez, Liu et al. (2010) encontraron en
Arabidopsis que el ABA y las giberelinas (GAs, hormona que actla en la dormicién de
las semillas antagonicamente al ABA) estan bajo la regulacion del peroxido de
hidrogeno en semillas dormidas, de manera tal que el peréxido de hidrégeno exdgeno
incrementa el catabolismo del ABA y la biosintesis de GAs. Entender las bases
fisioldgicas de la dormicién impuesta por el pericarpio resulta imperioso para disefiar
tecnologias para su eliminacion a escala industrial.

Este capitulo se llevo a cabo con una linea endocriada con dormicién impuesta sélo por
el pericarpio, cuya expresion fue evidente Unicamente a altas temperaturas de
incubaciodn (i.e., 25°C y 30°C), para: i) evaluar el efecto del hipoclorito de sodio (agente
oxidante) sobre la eliminacion de la dormicion, ii) explorar las bases fisiologicas a partir
de las cuales el hipoclorito de sodio podria, eventualmente, terminar la dormicién en
aquenios incubados a altas temperaturas de incubacion y, para ello, se evalud la
acumulacion de ABA en el embrion durante la incubacion a 30°C de aquenios con y sin
uso del agente oxidante, iii) determinar el impacto del efecto del pericarpio sobre la
emergencia del cultivo a campo (evaluado a través del comportamiento del aquenio a
campo) y iv) evaluar la factibilidad del uso del hipoclorito de sodio para eliminar la
dormicion aplicado a escala de industria semillera, medido a través de la emergencia a
campo.
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3.2. Materiales y métodos

3.2.1. Material vegetal y terminologia utilizada

Se utilizé la misma linea endocriada que la empleada en el Capitulo 2, que presentd
dormicién impuesta por el pericarpio, la cual se expresd solo a altas temperaturas de
incubacion (i.e., 25°C-30°C) y no a bajas. Para todos los experimentos, a excepcion del
de aplicacion de hipoclorito de sodio a escala industrial, se emple6 el lote de aquenios
del sitio de produccion Lujan de Cuyo (33°1°S, 68°52°0) en la provincia de Mendoza
(Argentina) de la campafia 2009/2010 en la Unica fecha de siembra. Para el experimento
a escala industrial, debido a la necesidad de contar con un gran volumen de aquenios y,
a su vez, de un lote no dormido, se utilizaron aquenios producidos en el sitio Ascensién
(34°13°S, 61°7°0) en la provincia de Buenos Aires en el afio 2010 (lote con similar
nivel de dormicién) y otro del afio 2012 (lote que no presentaba dormicion).

En este capitulo: i) los términos aquenio, semilla y embrién se definen de la misma
manera que en la Capitulo 2, ii) se utilizaron aquenios del tercio externo y medio del
capitulo de girasol que se obtuvieron mediante el empleo de un tamiz de tajo (estos
aquenios quedaron sobre el tamiz; mientras que los que se eliminaron fueron los que
pasaron a través del tamiz que tuvieron un tamafio menor a 2,75 mm), iii) las
temperaturas de incubacion de 12°C-15°C (i.e., bajas temperaturas) y 25°C-35°C (i.e.,
altas temperaturas) fueron experimentadas para nuevamente permitir que la dormicién
impuesta por el pericarpio se exprese diferencialmente (Bodrone et al., 2017), iv) se
consider6 que un aguenio o semilla habia germinado cuando la elongacion de la
radicula alcanzé los 2-3 mm, v) se consideré emergencia en el campo cuando los
cotiledones fueron visibles por sobre la superficie del suelo (Karam et al., 2007).

3.2.2. Tratamiento de hipoclorito de sodio sobre aquenios, aplicado en condiciones
de laboratorio

Se utiliz6 hipoclorito de sodio como agente oxidante para incrementar la disponibilidad
de oxigeno al embrion en aquenios con dormicion impuesta por el pericarpio (Benech-
Arnold et al., 1992). Para ello, se sumergieron aquenios de la linea endocriada durante 2
min en una solucion de hipoclorito de sodio al 0,5% (concentracion comercial 55 g CI I
! Ayudin, Clorox Argentina S.A., Argentina) y se secaron con papel, previo a la
incubacion (i.e., aquenios tratados). Los aquenios no tratados (i.e., control) y los
aquenios tratados fueron incubados a 12°C, 25°C y 30°C. La incubacion se llevo a cabo
en oscuridad en cajas de Petri de 9 cm de diametro con dos discos de papel de filtro
humedecido con 5 ml de agua destilada, con cuatro réplicas de 25 aquenios. El
porcentaje de germinacion se registré diariamente durante 20 d.

3.2.3.Contenido embrionario de ABA en aquenios no tratados y tratados con
hipoclorito de sodio, aplicado en condiciones de laboratorio

El contenido embrionario de ABA fue medido en la linea endocriada en aguenios no
tratados y tratados con hipoclorito de sodio (0,5%, 2 min) aplicado en condiciones de
laboratorio, incubados a 30°C. Para el tratamiento con hipoclorito de sodio se utilizo el
mismo protocolo que el del apartado anterior (3.2.2). La incubacion se llevé a cabo en
oscuridad en cajas de Petri de 9 cm de didmetro con dos discos de papel de filtro
humedecido con 5 ml de agua destilada, con tres réplicas de 25 aquenios o semillas.
Para la determinacion de ABA, se tomaron muestras de quince aquenios de cada
tratamiento a diferentes tiempos de incubacion antes de la germinacion del primer
aquenio. Posteriormente, estos aquenios fueron diseccionados para obtener embriones,
congelados en nitrogeno liquido, y almacenados a -80°C hasta ser liofilizados. Luego
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cada muestra fue liofilizada, molida con un mortero, pesada y almacenada a -30°C hasta
realizarse la determinacion del contenido embrionario de ABA. Para la determinacion, a
cada muestra se le agregd agua destilada (100:1 v/p) y se la dejo durante toda la noche
sobre un agitador a 4°C. Después, cada muestra se centrifugd a 10.000 rpm durante 4
min y se analizaron 50 pl del sobrenadante por muestra in duplo con un
radioimunoensayo como se describe en Steinbach et al. (1995) usando un anticuerpo
mono-clonal AFR MAC 252 (Quarrie et al., 1988), y ABA tritiado (Amersham
Biosciences, Reino Unido). Se calcul6 la media y el error estandar de la media de tres
réplicas, cada una evaluada in duplo.

Paralelamente a este experimento del cual se tomaron muestras para la medicion del
contenido embrionario de ABA, se realiz6 otro experimento para medir el porcentaje de
germinacion de aquenios de cada tratamiento. De esta manera, se asegurd que la
medicién de ABA se llevara a cabo antes de que comience la germinacién y también
permitié relacionar el porcentaje de germinacion con el contenido de ABA. Tres
réplicas de cada tratamiento fueron incubadas (como en el caso del ensayo de medicion
de ABA) y se registro la germinacion diariamente durante 20 d.

3.2.4. Tratamiento de hipoclorito de sodio sobre aquenios, aplicado a escala
industrial

Doce tratamientos (tratamientos 1-12, Cuadro 3. 1) fueron llevados a cabo a escala
industrial, en instalaciones de la empresa Dow AgroSciences (Ruta 8, km 264, CP 2720,
Colén, Buenos Aires, Argentina), para investigar si el tratamiento de hipoclorito de
sodio aplicado a escala industrial logra eliminar la dormicion impuesta por el pericarpio
en aquenios de girasol. La empresa habitualmente aplica a los aquenios, mediante un
equipo para tratamiento de semillas, dos quimicos comerciales: uno previo al
almacenaje de los aquenios en el silo (i.e., 1° quimico) y el otro previo a la siembra (i.e.,
2° quimico). El 1° quimico es un insecticida liquido (Reldan Plus, 2 x 107 | kg de
aquenios*, Dow AgroSciences, Argentina). El 2° quimico es una mezcla liquida que
contiene agua (2 x 107 | kg de aquenios™), un fungicida (Apron Gold, 3 x 1072 | kg
aquenios*, Syngenta Production France S.A.S., Francia), un polimero (Secure, 7 x 10~
| kg de aquenios™), un colorante (Blue Solid, 3 x 107 | kg de aquenios™), y un
insecticida (Cruiser 60 FS semillero, 6 x 10° | kg de aquenios™, Syngenta Crop
Protection Inc., Estados Unidos). Los tratamientos disefiados con hipoclorito de sodio
consistieron en diferentes concentraciones del agente oxidante, métodos de aplicacion y
orden de aplicacion dentro de la habitual secuencia de aplicacion de la empresa,
utilizando 2 kg de aquenios por tratamiento. Para los tratamientos 1-11 se usé la linea
endocriada que se utilizd para los experimentos antes mencionados, pero perteneciente
al sitio de produccion Ascension en la provincia de Buenos Aires (Argentina) de la
campafia 2009/2010, con similar nivel de dormicion (aclaracion: no se usé el sitio Lujan
de Cuyo de la campafia 2009/2010 porque la empresa no contaba con el volumen
necesario de ese lote para llevar a cabo este experimento). Para el tratamiento 12 se usé
la linea endocriada que se utiliz6 para los experimentos antes mencionados, pero
perteneciente al sitio de produccion Ascension de la campafa 2011/2012, que no
presentaba dormicion (i.e., control no dormido). El contenido de humedad fue medido
después de cada aplicacion y los aquenios fueron secados cuando fue necesario.
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Cuadro 3. 1. Tratamientos aplicados a escala industrial sobre aquenios de la linea endocriada.
Tratamientos 1-11 fueron aplicados a aquenios dormidos; el tratamiento 12 fue aplicado al
control no dormido. El 1° quimico fue un insecticida liquido (Reldan Plus, 2 x 10 | kg de
aquenios ™, Dow AgroSciences, Argentina) que Dow AgroSciences aplica a los aquenios previo
al almacenaje en el silo. EI 2° quimico fue una mezcla liquida que Dow AgroSciences aplica a
los aquenios previo a la siembra que contiene agua (2 x 10~ | kg de aquenios ™), un fungicida
(Apron Gold, 3 x 10 | kg aquenios™, Syngenta Production France S.A.S., Francia), un
polimero (Secure, 7 x 10™* | kg de aquenios™), un colorante (Blue Solid, 3 x 102 | kg de
aquenios %), y un insecticida (Cruiser 60 FS semillero, 6 x 10°° | kg de aquenios*, Syngenta
Crop Protection Inc., Estados Unidos).

Tratamiento Secuencia de aplicaciones

1° quimico

2° quimico

1° quimico-lavado al 1% de hipoclorito de sodio-secado-2° quimico

1° quimico-lavado al 3% de hipoclorito de sodio-secado-2° quimico

1° quimico-lavado al 7% de hipoclorito de sodio-secado-2° quimico-secado
1° quimico-2° quimico junto con 3% de hipoclorito de sodio

1° quimico-2° quimico junto con 7% de hipoclorito de sodio-secado

1° quimico-2° quimico-lavado al 3% de hipoclorito de sodio-secado
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1° quimico-2° quimico-lavado al 7% de hipoclorito de sodio-secado

10 1° quimico 2° quimico-asperjado al 3% de hipoclorito de sodio-secado
11 1° quimico-2° quimico-asperjado al 7% de hipoclorito de sodio-secado
12 1° quimico

3.2.4.1. Germinacion en laboratorio

A los aquenios correspondientes a los doce tratamientos llevados a cabo a escala
industrial (Cuadro 3. 1) se les evalud la germinacion en condiciones de laboratorio al
cabo de 20 d de incubacién a 12°C, 25°C y 30°C. La incubacion se llevé a cabo en
oscuridad en cajas de Petri de 9 cm de didmetro con dos discos de papel de filtro
humedecido con 5 ml de agua destilada, con tres réplicas de 25 aquenios.

3.2.4.2. Emergencia a campo

La efectividad de los tratamientos aplicados se midi6 a través del comportamiento de
los aquenios correspondientes a los doce tratamientos llevados a cabo a escala industrial
(Cuadro 3. 1) sembrados en el campo, simulando condiciones de produccién. Para ello,
los aquenios fueron sembrados a mano a una profundidad de 3 cm en los campos
experimentales de: Facultad de Agronomia (Experimento 1, Exp. 1) (Universidad de
Buenos Aires, Buenos Aires, Argentina; 34°25°S, 58°25°0) el 13 de diciembre de 2012
y Dow AgroSciences (Experimento 2, Exp. 2) (Ferré, Buenos Aires, Argentina; 34°7’S,
61°7°0) el 26 de diciembre de 2012. En ambos experimentos, los tratamientos fueron
distribuidos en un disefio en bloques completamente aleatorizados con tres réplicas
debido a la heterogeneidad del suelo. Dentro de cada bloque, los aquenios de los doce
tratamientos fueron sembrados en parcelas de dos surcos de 2,5 m de largo, con 50
aquenios por surco y con una distancia entre surcos de 20 cm. Las parcelas fueron
regadas para permitir una adecuada germinacion y posterior emergencia. Para el Exp. 1
la emergencia fue registrada diariamente durante 20 d y para el Exp. 2 la emergencia
final fue determinada 20 d después de la siembra. La temperatura del suelo fue
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registrada cada 30 min con un termdémetro enterrado a la profundidad de siembra que, a
su vez, estuvo acoplado con un registrador de datos.

3.2.4.3. Germinacion en laboratorio, simulando condiciones de campo

A los aquenios correspondientes a los doce tratamientos llevados a cabo a escala
industrial (Cuadro 3. 1) se les realiz6 un lavado por 15 min con agua destilada antes de
su incubacién en condiciones de laboratorio. Esto fue hecho para evaluar si una eventual
mejora de la germinacién de estos aquenios en el campo podria deberse al lixiviado de
inhibidores de la germinacion por efecto del riego y de las lluvias. A su vez, los
aquenios lavados y no lavados con agua destilada fueron incubados a una temperatura
de 25°C (constante) y a temperaturas alternadas de 15°C durante 12 h y 35°C durante 12
h, para emular el ambiente térmico experimentado por los aquenios a campo. La
incubacién se llevd a cabo en oscuridad en cajas de Petri de 9 cm de didmetro con dos
discos de papel de filtro humedecido con 5 ml de agua destilada, con tres réplicas de 25
aquenios. El porcentaje de germinacion se registré después de 20 d de incubacion.

3.2.5. Andlisis estadistico

Se realizaron andlisis de varianza (i.e., ANOVA), test de Tukey y matriz de correlacién
(con P<0,05) utilizando el programa InfoStat 2014 (Di Rienzo et al., 2014). Para las
figuras se usé GraphPad Prism 4.0 (Motulsky, 2003).

3.3. Resultados

3.3.1. Tratamiento de hipoclorito de sodio sobre aquenios, aplicado en condiciones
de laboratorio

La germinacion de aquenios tratados con hipoclorito de sodio (0,5%, 2 min) se
incremento significativamente en 23% y 25% cuando la incubacion fue llevada a cabo a
25°C y 30°C, respectivamente, en comparacion con aquenios no tratados (test de Tukey
con P<0,05; Figura 3. 1B y C). Estos resultados sugieren que la dormicion impuesta por
el pericarpio podria ser eliminada, al menos parcialmente, con un adecuado
acondicionamiento de los aquenios con hipoclorito de sodio.

A 12°C B 25°C Cc 30°C
CJAquenios no tratados
MAquenios tratados

100

Germinacion (%)
[*2]
o
L

O_() ‘Il é‘1]2‘1l6'2]0 —()';'é'11211161210 O,;'é'1I2'1I612]0

Tiempo de incubacion (d) Tiempo de incubacion (d) Tiempo de incubacion (d)
Figura 3. 1. Germinacién (%) de aquenios no tratados y tratados con hipoclorito de sodio
(0,5%, 2 min, aplicado en condiciones de laboratorio) incubados en agua destilada a 12°C (A),
25°C (B) y 30°C (C). Las barras representan el error estandar de la media para cuatro réplicas.
Cuando las barras no se muestran, el valor del error estandar de la media es menor que el
tamafio del simbolo.
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3.3.2.Contenido embrionario de ABA en aquenios no tratados y tratados con
hipoclorito de sodio, aplicado en condiciones de laboratorio

La promocion de la germinacion a 30°C en aquenios tratados con hipoclorito de sodio
aplicado en condiciones de laboratorio (figura interna de la Figura 3. 2) fue acompafiado
por una disminucion significativa en el contenido embrionario de ABA de estos
aquenios observado a las 16 h después de comenzada la incubacion (test de Tukey con
P<0,05; Figura 3. 2) y unas pocas horas antes de la germinacion del primer aquenio.
Esto sugiere que el efecto estimulante del hipoclorito de sodio sobre la germinacion de
aquenios que expresan dormicion a alta temperatura de incubacion podria estar asociado
a alteraciones en el contenido de ABA, como resultado de una posible interferencia del
agente oxidante con la sintesis y/o el catabolismo de ABA durante la imbibicién y antes
de la germinacion.
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Figura 3. 2. Contenido embrionario de ABA durante la incubacion en agua destilada de
aquenios no tratados y tratados con hipoclorito de sodio (0,5%, 2 min, aplicado en condiciones
de laboratorio) incubados a 30°C. Las barras representan el error estandar de la media para tres
réplicas, cada una medida in duplo. Cuando las barras no se muestran, el valor del error estandar
de la media es menor que el tamafio del simbolo. La figura interna muestra la germinacion (%)
en agua destilada; sus barras representan el error estandar de la media para tres réplicas; y sus
barras horizontales indican el periodo de muestreo para el contenido embrionario de ABA.

3.3.3. Tratamiento de hipoclorito de sodio sobre aquenios, aplicado a escala
industrial

3.3.3.1. Germinacion en laboratorio

Al evaluar, en condiciones de laboratorio, los aquenios correspondientes a los doce
tratamientos llevados a cabo a escala industria (Cuadro 3. 1) se observo que la mayoria
de los tratamientos resultaron en altos porcentajes de germinacion cuando la incubacion
fue a 12°C (Cuadro 3. 2). Sin embargo, en la incubacion a 25°C y 30°C la dormicion
fue expresada diferencialmente dependiendo del tratamiento y de la temperatura de
incubacion. La germinacién fue baja en los tratamientos 1 y 2 (i.e., aquenios no
tratados, controles dormidos) a 25°C y 30°C. En general, los tratamientos que
incluyeron el lavado con hipoclorito de sodio al 3% y 7% (i.e., tratamientos 4, 5, 8, y 9)
promovieron la germinacion a 25°C y 30°C en comparacion con los controles dormidos,
pero la efectividad del hipoclorito de sodio aumentd cuando el oxidante fue aplicado
después del 2° quimico (i.e., tratamientos 8 y 9) (Cuadro 3. 2).
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Cuadro 3. 2. Germinacion (%) de aquenios de la linea endocriada correspondientes a los
tratamientos 1-12 después de 20 d de incubacion a 12°C, 25°C y 30°C en agua destilada. Los
tratamientos estan descriptos en el Cuadro 3. 1. Los valores son las medias * el error estandar de
la media para tres réplicas.

Germinacion (%)

Tratamiento A 12°C A 25°C A 30°C

1 96,0+2,3 ab 48,0 +4,0 cde 10,7+£1,3 ef
2 90,7 £2,7 abc 26,7 £5,3 de 2,713 f

3 86,7 £2,7 abc 64,0+2,3 bc 18,7 £3,5 def
4 92,0+0,0 abc 52,0+4,0 cd 28,0 £2,3 cde
5 96,0+2,3 ab 65,3+5,3 bc 38,7+9,6 bcd
6 88,0 +2,3 abc 200+83 e 2,7£27 f

7 81,3+4,8 bc 29,3+9,3 de 10,7+£5,8 ef
8 97,3+13 ab 82,7+35 ab 493+53 bc
9 98,7+13 a 69,3+5,8 abc 57,3+2,7 ab
10 85,3+6,7 abc 213+53 e 6,7+1,3 ef
11 78,758 ¢ 26,7 £5,3 de 2,713 f
12 100,0+0,0 a 94,7+35 a 76,0+4,6 a

"Medias de los tratamientos dentro de cada columna con la misma letra no son
significativamente diferentes segln test de Tukey (con P<0,05).

3.3.3.2. Emergencia a campo

Los aquenios correspondientes a los doce tratamientos llevados a cabo a escala
industrial (Cuadro 3. 1) fueron sembrados en el campo (Exp. 1y 2) para evaluar si la
mejora en germinacién observada bajo condiciones de laboratorio (Cuadro 3. 2) también
resultaba en mejoras en el comportamiento a campo. Los resultados de los tratamientos
3-11 (i.e., tratamientos que incluyeron la aplicacion de hipoclorito de sodio) fueron
agrupados y comparados contra los tratamientos 1 y 2 (i.e., controles no tratados) para
cada experimento a campo, por separado, y se observé que los aquenios tratados con
hipoclorito de sodio tuvieron un porcentaje de emergencia a campo significativamente
mayor que los controles no tratados en el Exp. 1 y 2 (test de Tukey con P<0,05; Figura
3. 3Ay Figura 3. 4A). A su vez, los resultados de los tratamientos 8 y 9 (i.e., lavados
con hipoclorito de sodio al 3% y 7%, respectivamente) fueron agrupados y comparados
contra los tratamientos 1 y 2 para cada experimento a campo, por separado, y se observo
que en el Exp. 1 los aquenios de los tratamientos 8 y 9 tuvieron un porcentaje de
emergencia a campo significativamente mayor que los controles no tratados (test de
Tukey con P<0,05; Figura 3. 3B); sin embargo, en el Exp. 2, las diferencias no fueron
significativas (test de Tukey con P<0,05; Figura 3. 4B), aunque hubo una tendencia a
mayor germinacion en aquenios de los tratamientos 8 y 9. Estos resultados indican que
la dormicién impuesta por el pericarpio en la linea endocriada puede ser eliminada con
hipoclorito de sodio aplicado a escala industrial, con una mejora mesurable bajo
condiciones de campo.
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Figura 3. 3. Dinamica de la emergencia (%) para el Exp. 1: Tratamientos 1 y 2 y tratamientos
3-11 (A), tratamientos 1 y 2 y tratamientos 8 y 9 (B) y las temperaturas de suelo méaximas,
promedio y minimas; el sombreado gris indica las temperaturas mayores a 25°C (C). Los
tratamientos estan descriptos en el Cuadro 3. 1. Las barras representan el error estandar de la
media. Cuando las barras no se muestran, el valor del error estdndar de la media es menor que el
tamafo del simbolo.
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Figura 3. 4. Emergencia (%) después de 20 d desde la siembra para el Exp. 2: Tratamientos 1 y
2 y tratamientos 3-11 (A), tratamientos 1 y 2 y tratamientos 8 y 9 (B) y las temperaturas de
suelo méximas, promedio y minimas; el sombreado gris indica las temperaturas mayores a 25°C
(C). Los tratamientos estan descriptos en el Cuadro 3. 1. Las barras representan el error estandar
de la media. Cuando las barras no se muestran, el valor del error estandar de la media es menor
que el espesor de la linea. Letras diferentes indican diferencias significativas segin test de
Tukey (con P<0,05).

Aunque la emergencia a campo de los aquenios tratados con hipoclorito de sodio fue
mayor que la de los aquenios no tratados, la diferencia entre tratamientos fue menor a la
esperada basada en los experimentos en laboratorio realizados con anterioridad a los
experimentos a campo (Figura 3. 3A 'y B; Figura 3. 4A y B y Cuadro 3. 2). Esto podria
explicarse por el hecho de que las condiciones ambientales experimentadas por los
aquenios en el campo son diferentes de aquellas en laboratorio. Los experimentos de
laboratorio fueron llevados a cabo bajo temperaturas de incubacion constantes mientras
que, en el campo, una gran amplitud térmica fue observada (Figura 3. 3C y Figura 3.
4C). Ademas, la magnitud de la lixiviacion de posibles inhibidores de la germinacién
podria haber sido diferente entre ambas condiciones experimentales (i.e., cajas de Petri
Versus campo).

3.3.3.3. Germinacion en laboratorio, simulando condiciones de campo

Se evaludé el porcentaje de germinacion de aquenios correspondientes a los doce
tratamientos llevados a cabo a escala industrial (Cuadro 3. 1) en cuatro condiciones de
incubacion en laboratorio: aquenios no lavados y aquenios lavados con agua destilada
durante 15 min previo a la incubacion a 25°C (constante) y a temperaturas alternadas de
15°C durante 12 h y 35°C durante 12 h (Cuadro 3. 3). Una interaccion significativa fue
encontrada entre tratamientos y condicién de incubacion (test de Tukey con P<0,05;
Cuadro 3. 3). Se gener6 una matriz de correlacion para relacionar los porcentajes de
germinacién bajo cada condiciéon de incubacién en laboratorio con la emergencia a
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campo de los aquenios tratados industrialmente pertenecientes al Exp. 1. Esta mostrd que
la emergencia a campo del Exp. 1 tuvo una correlacion significativamente mayor con la
condicién de incubacién de aquenios lavados incubados a 25°C (r=0,66; matriz de
correlacion con P<0,05) y aquenios lavados incubados a temperaturas alternadas
(r=0,66; matriz de correlacion con P<0,05) en comparacion con los aquenios no
lavados.

Cuadro 3. 3. Germinacion (%) de aguenios de la linea endocriada pertenecientes a los
tratamientos 1-12 después de 20 d de incubacion en agua destilada para cuatro condiciones de
incubacion: aquenios no lavados y aquenios lavados con agua destilada durante 15 min previo a
la incubacion en agua destilada a 25°C (constante) y a temperaturas alternadas (15°C durante 12
h'y 35°C durante 12 h). Los tratamientos estan descriptos en el Cuadro 3. 1. Los valores son las
medias + el error estdndar de la media para tres réplicas. Los resultados del ANOVA también
son mostrados.

Germinacion (%)

Tratamiento Aquenios  Aquenios  Aquenios Aquenios
no lavados no lavados lavados lavados
a 25°C a 15/35°C a25°C alb/35°C
1 347+27 787+£35 520x46 74,7%+13
2 320+£23 387+96 680+£00 58,758
3 36,0+£40 547+£6,7 787+13 80046
4 46,7+13 640+144 813+35 86,7+58
5 50,7+35 66,727 893+48 88,0%0,0
6 253+119 360+46 587+58 613+58
7 293+4,8 400+6,1 70,7+4,8 600+6,1
8 66,7+12,7 84,0+46 84,0+£4,0 80,046
9 773+27 70,7+81 88,0x4,6 84,040
10 26,7+81 48,0+122 60,0+46 613%53
11 37,3+119 360+23 613+13 573%8,1
12 853+27 973+13 947+£35 98,7+13
Efecto: P:
Tratamiento <0,001
Condicidn de incubacion <0,001
Tratamiento x Condicion de incubacién 0,002

3.4. Discusién

El mecanismo fisiologico responsable de la expresion de la dormicion en aquenios de
girasol a altas temperaturas de incubacién es, hasta aqui, poco conocido y podria estar
relacionado con la induccion de condicion de hipoxia al embrién impuesta por el
pericarpio (ver Capitulo 4). Es conocido que el hipoclorito de sodio, al descomponerse,
libera oxigeno (Lister, 1956). Por ello, para intentar eliminar esta limitacion de oxigeno
al embrion se realizd, en condiciones de laboratorio, un tratamiento de lavado de
aquenios con hipoclorito de sodio, un oxidante, que fue eficaz en terminar parte de la
dormicion expresada a altas temperaturas (Figura 3. 1B y C) ya sea reduciendo la
hipoxia al embrion o el contenido de ABA, aunque la segunda posibilidad puede ser una
consecuencia de la primera (Figura 3. 2). Resultados similares fueron obtenidos en
cebada por Wang et al. (1998) al usar perdxido de hidrégeno como un oxidante en
embriones aislados y granos intactos que también resulto en una reduccion del nivel de
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ABA enddgeno. Como una explicacion alternativa al efecto del hipoclorito de sodio
podria argumentarse que es a través de un debilitamiento del pericarpio, como se
evidencié que ocurre en semillas de lechuga termo-inhibidas (Drew y Brocklehurst,
1984).

Debido al éxito del tratamiento de hipoclorito de sodio en condiciones de laboratorio, y
considerando que su implementacion es mucho menos costosa que otros metodos
probados para eliminar la dormicién (i.e., etileno y giberelinas, ver Capitulo 2), es que
se investigd el efecto del hipoclorito de sodio a escala industrial. Para ello, en
instalaciones de la empresa se aplicd hipoclorito de sodio a tratamientos que
consistieron en diferentes concentraciones del agente oxidante, métodos de aplicacion y
orden de aplicacion dentro de la habitual secuencia de aplicacion de la empresa (la cual
consiste en un 1° quimico aplicado a los aquenios previo al almacenaje en el silo y un 2°
quimico aplicado previo a la siembra) (Cuadro 3. 1). A los aquenios correspondientes a
los doce tratamientos disefiados a escala industrial se les evalud la germinacion en
condiciones de laboratorio (Cuadro 3. 2) y posteriormente, su emergencia en
condiciones de campo (Figura 3. 3 y Figura 3. 4). Los experimentos conducidos en
condiciones de laboratorio mostraron que, dentro de cada temperatura evaluada, los
tratamientos que consistieron en lavado de aquenios con 3% y 7% de hipoclorito de
sodio después de la aplicacion del 2° quimico (i.e., tratamientos 8 y 9, respectivamente)
tuvieron mayor porcentaje de germinacion en comparacion con los otros tratamientos,
particularmente a 30°C (Cuadro 3. 2). Por lo tanto, estos dos tratamientos fueron
efectivos en contrarrestar la dormicion impuesta por el pericarpio. Bajo condiciones de
campo, estos dos tratamientos juntos tuvieron una emergencia 20% mayor que los
controles no tratados (Figura 3. 3B y Figura 3. 4B). Ademas, los tratamientos 3-11 (i.e.,
tratamientos que incluyeron la aplicacion de hipoclorito de sodio) tuvieron juntos una
emergencia 15% mayor que los controles no tratados (Figura 3. 3A y Figura 3. 4A). Sin
embargo, la mejora observada en la emergencia a campo fue mucho menor que la
mejora medida previamente en condiciones de laboratorio entre aquenios tratados y no
tratados incubados a altas temperaturas (Figura 3. 3A'y B, Figura 3. 4A 'y B y Cuadro 3.
2). La menor diferencia entre los tratamientos en la condicion de campo no se debio a
un pobre comportamiento de los aquenios tratados, sino a un comportamiento superior
al esperado de los aquenios no tratados. Las condiciones ambientales en el campo son
diferentes de aquellas de laboratorio donde se realizaron los experimentos de
germinacion. Por esta razon, los aquenios tratados industrialmente fueron, a su vez,
evaluados en laboratorio bajo condiciones de incubacion que fueron disefiadas para
imitar las posibles condiciones experimentadas por los aquenios en el campo, como son
la lixiviacion de inhibidores de la germinacion por lluvia o riego y la fluctuaciéon de
temperaturas. Por consiguiente, los tratamientos incluyeron el lavado de aquenios con
agua destilada durante 15 min previo a la incubacion y la incubacion a temperaturas
alternadas (Cuadro 3. 3). Una fuerte correlacion significativa fue encontrada entre la
emergencia de los aquenios a campo del Exp.1 y la germinacion de dos condiciones de
incubacién en laboratorio que fueron aquenios lavados e incubados a temperatura
constante (25°C) y aquenios lavados e incubados a temperaturas alternadas (15°C
durante 12 h y 35°C durante 12 h), lo que sugiere que en el campo las consecuencias de
la dormicion impuesta por el pericarpio podrian ser atenuadas debido a la prevalencia de
fluctuacion de un régimen térmico de suelo y lixiviacion de inhibidores de la
germinacion.

La dormicion impuesta por el pericarpio en girasol puede representar una limitacion
para el establecimiento del cultivo, aunque este capitulo permitié concluir que esta
limitacion en condiciones de campo es menor a la observada en condiciones de
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laboratorio. Los resultados demostraron que este problema se puede superar, en gran
parte, acondicionando a los aquenios con un agente oxidante como es el hipoclorito de
sodio y que este acondicionamiento es posible realizarlo incluso a escala industrial, con
mensurables beneficios a campo.
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CAPITULO 4

La expresion de la dormicién a altas temperaturas: Su relacion con el aumento de
la sensibilidad a la hipoxia y la actividad microbiana

Resumen

Se usaron dos genotipos de girasol que expresan dormicién impuesta por el pericarpio a
altas temperaturas de incubacién (i.e., 30°C) para investigar el rol del pericarpio como
una limitacion de oxigeno al embrién (i.e., hipoxia), y su impacto sobre el contenido
embrionario de &cido abscisico (ABA) y la sensibilidad a esta hormona. Los resultados
mostraron que ambos genotipos tuvieron muy diferentes valores de umbral de oxigeno
para inhibir la germinacion de semillas cuando la incubacion se llevo a cabo a 30°C. La
expresion de la dormicion en un genotipo se relacion6 con una exacerbada sensibilidad
embrionaria a la hipoxia mientras que, en el otro genotipo, el pericarpio parecié actuar
como una severa restriccion a la entrada de oxigeno. El incremento de la sensibilidad a
la hipoxia estuvo, en parte, relacionado a un incremento de la sensibilidad al ABA, pero
no hubo alteraciones en el metabolismo del ABA. La actividad de las comunidades
microbianas en el pericarpio (bacterias y hongos) a altas temperaturas fue también
evaluada como un determinante potencial de hipoxia al embrion. El consumo de
oxigeno en pericarpios incubados a 30°C fue atenuado con antibidticos, lo que
promovié en forma concomitante, la germinacién de los aquenios. De acuerdo con la
limitacion de oxigeno severa observada en el embridn por parte del pericarpio, la carga
microbiana en el pericarpio fue significativamente mayor en el hibrido comercial que en
la linea endocriada; sin embargo la aplicacion de antibidticos redujo fuertemente los
recuentos de colonias bacterianas para cada genotipo. Diferentes comunidades
bacterianas y fungicas, evaluadas a traves de sus perfiles de uso de fuentes carbonadas,
se determinaron entre genotipos y después de la aplicacion del tratamiento con
antibidticos. Este capitulo pone en evidencia la relacion entre el aumento de la
sensibilidad a la hipoxia con la temperatura de incubacion y la expresion de la
dormicion, y sugiere que la actividad microbiana podria ser parte del mecanismo a
través del cual la hipoxia es impuesta.
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4.1. Introduccion

Los tejidos que recubren al embrion pueden imponer dormicién a través de la
interferencia con el intercambio gaseoso (e.g., entrada de oxigeno y/o salida de didxido
de carbono) (Corbineau y Céme, 1995). Rolletschek et al. (2007) midieron la
concentracion de oxigeno en aquenios de girasol en desarrollo usando microsensores
sensibles al oxigeno y reportaron valores marcadamente reducidos dentro del embrion
en comparacion con aquellos medidos en la region micropilar (i.e., 1 uM versus 180
uM). Este impedimento al intercambio de gas, que da como resultado la restriccion de
oxigeno al embrion (i.e., hipoxia), puede, a su vez, interferir con el metabolismo de
inhibidores de la germinacion (Benech-Arnold et al., 2006). En efecto, es conocido que
la actividad de la enzima ABA 8 -hidroxilasa esta implicada en el catabolismo del acido
abscisico (ABA) (Cutler et al., 2000), y esta actividad es severamente reducida a
concentraciones de oxigeno menores a 10% (Krochko et al., 1998). El lavado de
aquenios de girasol con una solucion de hipoclorito de sodio previo a la incubacion (un
tratamiento que atenta la dormicién) produjo una disminucion en el contenido
embrionario de ABA presumiblemente por incremento de los niveles de oxigeno y
catabolismo del ABA en el embrion (ver Capitulo 3). A su vez, la condicion de hipoxia
puede incrementar la sensibilidad embrionaria al ABA como fue demostrado por
Benech-Arnold et al. (2006) usando embriones de cebada.

La imposicion de la hipoxia al embrion por el pericarpio podria ser a través de
diferentes mecanismos. Por ejemplo, Lenoir et al. (1986) atribuy6 el alto consumo de
oxigeno por los granos enteros de cebada a la oxidacion de compuestos fendlicos
mediada por la alta actividad de la enzima polifenol oxidasa. La respiracion de
microorganismos presentes en la superficie del pericarpio (como en la superficie de
cualquier otro fruto) también puede estar involucrada en la limitacion de la difusion de
oxigeno al embrion por competencia con este gas (Heydecker y Chetram, 1971).

El hecho de que la dormicion impuesta por el pericarpio en aquenios es expresada a
altas temperaturas de incubacion pero no a bajas (i.e., menor a 20°C) podria ser
explicado, entonces, a través de distintos mecanismos no excluyentes entre si: i) la
hipoxia es mas intensa a altas temperaturas de incubacion porque, ademas del aumento
de la tasa respiratoria del embrion, el pericarpio retiene méas oxigeno a altas
temperaturas [i.e., mayor actividad de la polifenol oxidasa como ocurre en cebada
(Lenoir et al., 1986), mayor respiracion de microorganismos (Heydecker y Chetram,
1971) y/o una reduccion en la solubilidad del oxigeno en fase acuosa (Hoang et al.,
2013)], ii) esta baja disponibilidad de oxigeno favorece la acumulacion de ABA a través
del impedimento en el catabolismo de esta hormona (Benech-Arnold et al., 2006), iii)
los embriones son méas sensible a la hipoxia y/o al ABA a altas temperaturas de
incubacién (Benech-Arnold et al., 2006).

En este capitulo se exploraron las posibilidades arriba mencionadas utilizando la misma
linea endocriada con dormicién impuesta por el pericarpio de los Capitulos 2 y 3. Se
evalud el efecto de diferentes concentraciones de oxigeno combinadas con diferentes
temperaturas de incubacion sobre: i) la germinacion de aquenios y semillas; ii) el
contenido embrionario de ABA durante el periodo de incubacidn; iii) la sensibilidad de
las semillas al ABA. Las aproximaciones experimentales incluyeron el uso de una
mezcla de antibioticos para investigar su efecto sobre la germinacion de aquenios y sus
comunidades microbianas evaluado a través del recuento de colonias bacterianas, los
perfiles de uso de fuentes carbonadas (CLPP, sigla en inglés de Carbon Level
Physiological Profiles) e indice de Diversidad de Shannon (indice H) para bacterias y
hongos. Los resultados tienen como objetivo generar un modelo fisiolégico de
funcionamiento de los aquenios de girasol con dormicién impuesta por el pericarpio con
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implicancias para el manejo de este problema a escala agronémica. A su vez, para
evaluar hasta qué punto este modelo fisiologico puede ser generalizado a otros
genotipos con dormicién impuesta por el pericarpio, se incorporé al analisis aquenios de
un hibrido comercial, a modo de comparacion.

4.2. Materiales y métodos

4.2.1. Material vegetal y terminologia utilizada

Se utilizd la misma linea endocriada que la empleada en el Capitulo 2, que presentd
dormicion impuesta por el pericarpio, la cual se expreso solo a altas temperaturas de
incubacién (i.e., 25°C-30°C) y no a bajas. El lote de aquenios utilizado para los
experimentos fue el del sitio de produccion Lujan de Cuyo (33°1°S, 68°52°0) en la
provincia de Mendoza (Argentina), de la campafia 2009/2010, en la Unica fecha de
siembra. Para complementar algunos experimentos, se utiliz6 un lote de aquenios
perteneciente a un hibrido comercial de girasol (no nombrado debido a la
confidencialidad con la industria semillera) con dormicion impuesta por el pericarpio,
cuya expresion fue evidente sélo a altas temperaturas de incubacion. La dormicion de
este hibrido perjudica a la industria semillera porque la industria no puede vender como
simiente a los productores un hibrido que presenta dormicion. Cabe destacar que existen
atributos morfo-fisioldgicos de los aquenios de girasol (e.g., longitud y ancho de la
semilla) que difieren entre la linea endocriada y el hibrido comercial y que podrian,
eventualmente, regular la dormicion.

En este capitulo: i) los términos aquenio, semilla y embridn se definen de la misma
manera que en el Capitulo 2, ii) se utilizaron aquenios del tercio externo y medio del
capitulo de girasol que se obtuvieron mediante el empleo de un tamiz de tajo (estos
aguenios quedaron sobre el tamiz; mientras que los que se eliminaron fueron los que
pasaron a través del tamiz que tuvieron un tamafio menor a 2,75 mm), iii) las
temperaturas de incubacion de 10°C-12°C (i.e., bajas temperaturas) y 30°C (i.e., alta
temperatura) fueron experimentadas para nuevamente permitir que la dormicion
impuesta por el pericarpio se exprese diferencialmente (Bodrone et al., 2017), iv) se
consider6 que un aquenio o semilla habia germinado cuando la elongacion de la
radicula alcanzo los 2-3 mm.

4.2.2.Germinacion de aquenios y semillas a diferentes concentraciones de oxigeno
y temperaturas de incubacién

Aquenios y semillas de la linea endocriada y del hibrido comercial fueron incubados a
concentraciones de oxigeno (O,) de 3, 5, 10, 15y 21%, a 12 y 30°C. La incubacion de
semillas a concentraciones menores de 21% O, (i.e., hipoxia) se realiz6 para simular el
efecto de la limitacion de oxigeno impuesta al embrion por el pericarpio, mientras que
la incubacidn de aquenios a concentraciones menores de 21% O, se llevd a cabo en un
intento de generar una doble restriccion a la disponibilidad de oxigeno. Veinticinco
semillas o aquenios en cuatro réplicas fueron incubados para cada tratamiento (i.e.,
combinaciones de concentracion de oxigeno y temperatura de incubacion). Las semillas
0 aquenios fueron incubados en oscuridad en bandejas plasticas (9 cm de ancho x 6 cm
de profundidad x 4 cm de alto) sobre un disco de papel de filtro con una capa de
algodon debajo, humedecido con 55 ml de agua destilada.

La concentracion de oxigeno por debajo de 21% fue modulada dentro de una camara
plastica transparente semi-permeable (35 cm de ancho x 30 cm de profundidad x 15 cm
de alto, con agua en la base, Modelo C-274, BioSpherix, Estados Unidos) usando un
controlador de oxigeno (PRO-OX Modelo 110, BioSpherix, Estados Unidos). Este



57

controlador tuvo una entrada de gas nitrogeno (el controlador fue conectado a un tubo
de gas nitrégeno), una salida de gas nitrégeno (el controlador fue conectado a la camara
semi-permeable) y un sensor de oxigeno (este sensor fue colocado dentro de la camara
semi-permeable). Inicialmente, la concentracion de oxigeno dentro de la camara semi-
permeable fue de 21% (i.e., la concentracion de oxigeno en la atmdsfera). Para alcanzar
y mantener la concentracion de oxigeno menor a 21% dentro de la camara, el
controlador de oxigeno registrd la concentracion de oxigeno dentro de la cdmara (a
través del sensor de oxigeno) y este controlador permitié que el gas nitrégeno ingresara
a la camara. Por lo tanto, la concentracién de oxigeno seleccionada se alcanzo y se
mantuvo por desplazamiento forzado del oxigeno (presente dentro de la cAmara) con un
flujo continuo de gas nitrdgeno (i.e., a traves de la dilucion de oxigeno). Las bandejas
de este tratamiento fueron colocadas dentro de la cAmara semi-permeable. En contraste,
la concentracién de oxigeno de 21% (i.e., concentracion de oxigeno en la atmosfera) se
llevd a cabo en contenedores plasticos transparentes semi-permeables (21 cm de ancho
x 13 cm de profundidad x 12 cm de alto, con agua en la base). Las bandejas de este
tratamiento fueron colocadas dentro de los contenedores. Los contenedores y la cdmara
semi-permeable fueron colocados dentro de una incubadora con la temperatura
seleccionada (12 o 30°C) (Figura 4. 1). La germinacion fue medida al final del
experimento (10y 7 d a 12 y a 30°C, respectivamente).
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Figura 4. 1. Diagrama tedrico del sistema para lograr la incubacién de semillas y aquenios a
concentraciones atmosféricas menores a 21% O, dentro de la camara plastica semi-permeable y
a 21% O, (i.e., aire) en el contenedor plastico semi-permeable (A). Foto de camara pléstica
semi-permeable y del contenedor pléastico semi-permeable dentro de la incubadora (B). Foto de
las bandejas con semillas y aguenios (C).

4.2.3. Estructura del pericarpio por microscopia optica

Aquenios de la linea endocriada y del hibrido comercial fueron cortados en la region
central con una hoja de afeitar limpia para obtener finas rebanadas (aproximadamente 2
mm de espesor) e inmediatamente fueron fijadas en formaldehido-alcohol-acético por
48 h. Las rebanadas fueron deshidratadas en una serie de diluciones etanol-xilol y luego
infiltradas y embebidas en parafina (D’ Ambrogio de Argiieso, 1986). Posteriormente, el
material fue cortado transversalmente y en serie (10-12 um de espesor) utilizando un
micrétomo rotativo tipo Minot, las secciones fueron tefiidas con safranina-fast green y
montadas en balsamo de Canadad (Johansen, 1940). Las variables medidas de la
estructura del pericarpio fueron el nimero de capas de células del esclerénquima y el
espesor del mismo (um) en seis aquenios por genotipo, con tres mediciones por
aquenio. Para ello, las secciones fueron fotografiadas con un microscopio 6ptico Zeiss
Axioplan (Oberkochen, Alemania) y analizadas con el software Zeiss AxioCam ERCc 5s
(Jena, Alemania).
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4.2.4.Contenido de ABA de semillas durante la incubacion bajo diferentes
concentraciones de oxigeno y temperaturas

Veinticinco semillas de la linea endocriada fueron incubadas en oscuridad en bandejas
plasticas (9 cm de ancho x 6 cm de profundidad x 4 cm de alto) sobre un disco de papel
de filtro con una capa de algodon debajo, humedecido con 55 ml de agua destilada, a
concentraciones de oxigeno de 5y 21%, a 12 y 30°C. La concentracion de oxigeno de
5% fue lograda con el mismo sistema descripto arriba. Diferentes periodos de muestreo
fueron llevados a cabo para la determinacién de ABA (cada 8 y 4 h desde el comienzo
de la incubacion a 12 y 30°C, respectivamente, hasta antes de la germinacion de la
primera semilla). Tres réplicas fueron incubadas por tratamiento y por periodo de
muestreo. En cada periodo de muestreo, quince semillas por réplica (de las veinticinco
semillas por réplica) por tratamiento fueron muestreadas al azar para la determinacion
de ABA. Luego del muestreo, estas semillas fueron diseccionadas en ejes embrionarios
y cotiledones (con su correspondiente fraccion de cubierta seminal y endosperma),
congeladas en nitrégeno liquido y almacenadas a -80°C hasta el procesamiento. Cada
muestra fue luego liofilizada, molida, pesada y almacenada a -30°C hasta la
cuantificacion del contenido de ABA con un radioimunoensayo, como fue descripto por
Steinbach et al. (1995) usando un anticuerpo mono-clonal AFR MAC 252 (Quarrie et
al., 1988) y ABA tritiado (Amersham Biosciences, Reino Unido).

Paralelamente a este experimento del cual se tomaron muestras para la medicion del
contenido de ABA, se realiz6 otro experimento para medir el porcentaje de germinacion
de semillas de cada tratamiento. De esta manera, se asegurd que la medicion de ABA se
llevara a cabo antes de que comience la germinacion y también permitio relacionar el
porcentaje de germinacion con el contenido de ABA. Cuatro réplicas de cada
tratamiento fueron incubadas (como en el caso del ensayo de medicion de ABA) y se
registrd la germinacion diariamente por 10 y 7 d a 12 y a 30°C, respectivamente.

4.2.5.Sensibilidad al ABA en semillas incubadas bajo diferentes concentraciones de
oxigeno y temperaturas

Veinticinco semillas en cuatro réplicas de la linea endocriada fueron incubadas en
oscuridad en bandejas plasticas (9 cm de ancho x 6 cm de profundidad x 4 cm de alto)
sobre un disco de papel de filtro con una capa de algod6n debajo, humedecido con 55
ml de agua destilada o soluciones de ABA. Se usaron concentraciones de ABA (Sigma-
Aldrich, Estados Unidos) de 0 (i.e., agua destilada), 1, 10, y 100 uM ABA vy la
incubacion fue llevada a cabo bajo concentraciones de oxigeno de 5y 21% a 12 y 30°C.
Para las soluciones de ABA, el componente se disolvié en 1 mol It NaOH (hidréxido
de sodio) de acuerdo con el protocolo https://www.sigmaaldrich.com/technical-
documents/protocols/biology/growth-requlators.html provisto por Sigma-Aldrich. La
concentracion de oxigeno de 5% fue lograda con el mismo sistema descripto arriba. El
porcentaje de germinacion fue registrado al final del experimento (10 y 7da 12y a
30°C, respectivamente).

4.2.6.Medicion del consumo de oxigeno durante la incubacion de pericarpios
aislados a diferentes temperaturas, en presencia y ausencia de antibioticos

Trabajos previos han indicado que la superficie exterior del pericarpio esta fuertemente
colonizada por microorganismos, mientras que no se pudieron detectar bacterias en el
embrién (Kutschera, 2002; Schauer y Kutschera, 2008). Este experimento tuvo como
objetivo cuantificar el consumo de oxigeno durante la incubacion de pericarpios
aislados, como un estimador de la actividad de sus comunidades microbianas. Seis
pericarpios aislados en cuatro réplicas de la linea endocriada fueron incubados en
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oscuridad en viales de 4 cm® con 2 ml de agua destilada (control) o antibiéticos (mezcla
de fungicidas y bactericidas) a 10 y 30°C; seis pericarpios aislados en cuatro réplicas
del hibrido comercial fueron ademas incubados a 30°C en ambos medios de incubacion.
La mezcla de antibioticos incluyé un fungicida comercial (0,75 pl/ml de Ritiram Carb
Plus que contiene Thiram 35% y Carbendazim 15%) y tres bactericidas (gentamicina
0,1 mg/ml, ampicilina 0,4 mg/ml, y espectinomicina 0,2 mg/ml), y agua hasta alcanzar
volumen. Estos antibidticos tienen diferentes modos de accion y su combinacion se
esperd que tuviese un efecto inhibitorio sobre la mayoria de hongos y bacterias. Para
prevenir la difusion de oxigeno, los viales fueron cerrados con un tapon de goma con
vaselina y el borde del vial se envolvié con parafilm. La concentracion de oxigeno fue
medida en el medio de incubacion de cada vial al inicio de la incubacion (0 h) y 24 h
después, usando un microsensor de oxigeno (Unisense, Dinamarca) que es un sensor de
oxigeno tipo Clark miniaturizado (i.e., un microsensor de oxigeno electroquimico). El
consumo de oxigeno en el medio de incubacién (para cada tratamiento) fue calculado
como la diferencia entre la concentracion de oxigeno al tiempo 0 y después de 24 h de
incubacion; luego este valor fue ajustado al volumen de los medios de incubacion (2 ml)
y se expresd como relativo al peso fresco de las muestras de pericarpio dentro de cada
vial. La diferencia en el consumo de oxigeno entre la ausencia y presencia de
antibidticos para cada genotipo y temperatura fue utilizada como un estimador de la
actividad (i.e., respiracion) de las comunidades microbianas en el pericarpio y su
posible participacién en la expresion de la dormicion.

4.2.7.Efecto del uso de antibioticos sobre la germinacion del aquenio y sus
comunidades microbianas a alta temperatura de incubacién

Para dilucidar si el aumento de la actividad microbiana estuvo relacionado con el
impedimento de la germinacion a alta temperatura de incubacion, se evalu6 el efecto de
inhibir la proliferacion microbiana sobre la germinacion del aguenio. Cuatro réplicas de
25 aquenios de la linea endocriada y del hibrido comercial fueron incubadas en
oscuridad en cajas de Petri de 9 cm sobre dos discos de papel de filtro humedecido con
6 ml de agua destilada o antibidticos (como esta descripto arriba). El porcentaje de
germinacion final fue determinado después de 10 d de incubacion.

En paralelo a este ensayo donde se midié germinacion, se realiz otro ensayo con el
mismo sistema experimental descripto arriba, pero con una incubacion de 24 h a 30°C
que fue llevado a cabo para estudiar las comunidades microbianas asociadas al aquenio
a través del recuento de colonias bacterianas, los perfiles de uso de fuentes carbonadas
(CLPP, sigla en inglés de Carbon Level Physiological Profiles) e indice de Diversidad
de Shannon (indice H) para bacterias y hongos. Estas aproximaciones experimentales
buscaron proporcionar informacién sobre la carga bacteriana y diversidad de las
comunidades microbianas presentes en los aquenios tratados con antibidticos y no
tratados y relacionarlo con su respectiva germinacion. Para los recuentos de colonias
bacterianas, después de 24 h de incubacion de tres réplicas, cinco aquenios por réplica
fueron enjuagados en 1 ml de solucion fisiologica estéril durante 5 min y se prepararon
soluciones seriadas (1x10™" a 1x107®) utilizando més solucién fisiolgica estéril. Un
volumen de 30 pl por cada dilucion se colocé en medio LB-agar y se mantuvo a 30°C
por 24 h hasta que las colonias fueron visibles. Ademas, para los CLPP e indice H para
bacterias y hongos, después de 24 h de incubacion de cuatro réplicas, aquenios, filtros y
medios de incubacion (i.e., agua destilada o antibidticos) de cada réplica fueron
transferidos a frascos de 200 ml con 50 ml de solucién fisiologica (0,9% NaCl). Cada
frasco fue agitado por 30 min y, posteriormente, se realiz6 la dilucién 10~ para realizar
los CLPP y el Indice H. Los perfiles de uso de fuentes carbonadas de comunidades
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fangicas y bacterianas se obtuvieron segun lo descripto por Di Salvo y Garcia de
Salamone (2012). Las 23 fuentes carbonadas incluidas en las microplacas fueron:
arginina, glutamina, glicina, fenilalanina, prolina, histidina, celobiosa, dextrosa,
maltosa, acido cumarico, xilosa, fructosa, glicerol, manitol, acido lactico, acido malico,
acido citrico, acido oxalico, acido salicilico, acido benzoico, Tween 20, putrescina y
acido itaconico. Para las microplacas bacterianas, 50 pl por celda de violeta de
tetrazolio (0,0025%) se incluyé como colorante indicador de redox, el cual inhibe el
crecimiento fungico, y no se agregaron antibioticos. Para las microplacas flngicas, 50
ul por celda de bactericidas, preparados como se describi¢ arriba, fueron agregados y el
colorante indicador de redox no se incluyd. Cada celda fue inoculada con 50 pl de la
dilucion 107", Las microplacas fueron incubadas a 30°C por 96 h y cada una constd de
cuatro muestras. Los valores de absorbancia fueron tomados a las 96 h con un lector de
microplacas Multiskan EX™ (Labsystems, Finlandia) a 590 nm. Ademas, la diversidad
funcional fue analizada usando el indice de Diversidad de Shannon (indice H), el cual
fue obtenido de los valores de absorbancia de los CLPP de las microplacas (Di Salvo et
al., 2018).

4.2.8. Anélisis estadistico

Se realizaron analisis de varianza (i.e., ANOVA), test de Tukey, t-test y andlisis
discriminante (con P<0,05) utilizando el programa InfoStat 2014 (Di Rienzo et al.,
2014). Para las figuras se us6 GraphPad Prism 4.0 (Motulsky, 2003) e InfoStat 2014 (Di
Rienzo et al., 2014).

4.3. Resultados

4.3.1.Germinacion de aquenios y semillas a diferentes concentraciones de oxigeno
y temperaturas de incubacién

Los aquenios de la linea endocriada y del hibrido comercial alcanzaron casi el 100% de
germinacion en aire (i.e., 21% O,) a 12°C, pero la germinacion cayo significativamente
en ambos genotipos cuando la incubacion se realizd a 30°C (test de Tukey con P<0,05;
Figura 4. 2). Por el contrario, las semillas (i.e., aquenios sin pericarpio) de la linea
endocriada y del hibrido comercial alcanzaron valores cercanos al 100% de germinacion
en aire tanto a baja como a alta temperatura de incubacion (Figura 4. 2), lo que indica
ausencia de dormicion embrionaria en estos lotes de aquenios de estos genotipos en este
estadio, y que la cubierta seminal y el endosperma no inhibieron la germinacién. Por
tanto, la incubacion en aire demuestra que ambos genotipos presentaron dormicién
impuesta por el pericarpio y que su expresion fue evidente sélo a alta temperatura de
incubacion.

Cuando los aquenios fueron sometidos a concentraciones de oxigeno decrecientes, la
germinacion de ambos genotipos disminuy6 con el incremento de la hipoxia, aunque los
aquenios del hibrido comercial parecieron ser mas sensibles a la hipoxia; esto fue
independiente de la temperatura de incubacion (Figura 4. 2). A su vez, en ambos
genotipos, la disminucion en la germinacion de los aquenios bajo hipoxia fue mayor a
30°C que a 12°C (Figura 4. 2).

Cuando las semillas fueron incubadas bajo concentraciones de oxigeno decrecientes, los
dos genotipos mostraron diferencias notables en su comportamiento. La germinacion de
semillas de la linea endocriada incubadas a concentraciones crecientes de hipoxia se
mantuvo en valores elevados a 12°C (i.e., por encima del 76%) (Figura 4. 2A); sin
embargo, la incubacion a 3% O, casi completamente suprimié la germinacion a 30°C,
en semejanza con el comportamiento de aquenios incubados a la misma temperatura
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pero en aire (Figura 4. 2B). Claramente, las semillas de la linea endocriada fueron muy
sensibles a la hipoxia a 30°C pero mucho menos sensibles a 12°C. Por el contrario, la
germinacion de semillas del hibrido comercial incubadas bajo concentraciones
crecientes de hipoxia permanecid alta tanto a 12 como a 30°C, incluso a 3% O, (Figura
4. 2C y D). Estos resultados confirman que, a diferencia de lo observado en semillas de
la linea endocriada, las semillas del hibrido comercial tuvieron muy baja sensibilidad a
la hipoxia a ambas temperaturas.

Tomados en conjunto, estos resultados muestran que estos genotipos poseen diferencias
en su sensibilidad embrionaria a la hipoxia (evaluada como germinacion de semillas, es
decir, de aquenios sin pericarpio) especialmente a alta temperatura de incubacion (i.e.,
30°C). La sensibilidad embrionaria a la hipoxia cuando la incubacion se realizé a 30°C
explico la dormicion impuesta por el pericarpio expresada a 30°C en la linea endocriada
(la germinacion tanto de aquenios como de semillas disminuy6 a una similar tasa con la
hipoxia) pero no en el hibrido comercial (donde la disminucion en la germinacién de
aquenios bajo hipoxia no fue acompafiada por una similar disminucién en la
germinacién de semillas). De hecho, como valores de oxigeno inferiores al 3%
posiblemente fueron requeridos para inhibir la germinacion de semillas en el hibrido
comercial, se hizo evidente un efecto muy fuerte del pericarpio, como también se
deduce de la alta sensibilidad de los aquenios a la hipoxia mostrada por este genotipo en
comparacion con la linea endocriada.
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Figura 4. 2. Germinacion (%) de aquenios y semillas después de 10 d de incubacién a 12°C
para la linea endocriada (A) y para el hibrido comercial (C) y después de 7 d de incubacién a
30°C para la linea endocriada (B) y para el hibrido comercial (D) en agua destilada a diferentes
concentraciones de oxigeno. Las barras representan el error estandar de la media para cuatro
réplicas. Cuando las barras no se muestran, el valor del error estdndar de la media es menor que
el tamafio del simbolo. EI sombreado gris indica la diferencia en porcentaje medio de
germinacion entre la incubacion sin pericarpio (i.e., semillas) y con pericarpio (i.e., aguenios)
para el rango de concentraciones de oxigeno.

4.3.2. Estructura del pericarpio por microscopia optica

Para determinar si la alta sensibilidad de los aquenios del hibrido comercial a la hipoxia
(en comparacion con los aquenios de la linea endocriada) fue a través de la estructura
del pericarpio (ver fotografias de los aquenios de ambos genotipos y sus componentes
en Figura 4. 3), se evaluo el nimero de capas de células del esclerénquima y el espesor
del mismo (um) en la linea endocriada (ver también Cuadro 2. 1 para la linea
endocriada) y en el hibrido comercial (ver Figura 4. 4 para una evaluacion visual de
ambos genotipos). Ambas determinaciones fueron significativamente mayores en el
hibrido comercial que en la linea endocriada (test de Tukey con P<0,05; Cuadro 4. 1).



64

Aquenio Aquenio
1 1

[ |
E © Coi )
P F’ | | =

Pericarpio

Pericarpio

Embrion Endosperma + Cubierta seminal Embrion Endosperma + Cubierta seminal

Figura 4. 3. Fotografias de un aquenio de girasol de la linea endocriada (A) y del hibrido
comercial (B) y sus componentes: semilla (embrién y endosperma + cubierta seminal) y
pericarpio.
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Figura 4. 4. Secciones transversales de la parte central de aquenlos de la linea endocrlada Ay
del hibrido comercial (B). Abreviatura: es, esclerénguima. Barra de escala = 50 pm.

Cuadro 4. 1. Namero de capas de células del esclerénquima y espesor del esclerénquima (um)
de aquenios de la linea endocriada y del hibrido comercial. Los valores son las medias + el error
estandar de la media para seis aquenios por genotipo, con tres mediciones por aquenio.

NUmero de capas de células Espesor
Genotipo del esclerénquima’ del esclerénquima (um)’
Linea endocriada 70+£02b 1489+ 36 b
Hibrido comercial 86+0,4a 189,3+ 10,7 a

"Medias de los tratamientos dentro de cada columna con la misma letra no son
significativamente diferentes segln test de Tukey (con P<0,05).

4.3.3.Contenido de ABA de semillas durante la incubacion bajo diferentes
concentraciones de oxigeno y temperaturas

Como se vio en apartados mas arriba, sélo la linea endocriada (y no el hibrido
comercial) mostrd alta sensibilidad embrionaria a la hipoxia a alta temperatura de
incubacion (evaluada como germinacién de semillas, es decir, de aquenios sin
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pericarpio). Por lo tanto, para evaluar si este aumento en la sensibilidad a la hipoxia fue
a través de una interferencia con el catabolismo del ABA que deberia resultar en la
acumulacion de esta hormona, se midié el contenido de ABA a lo largo del periodo de
incubacion y hasta antes de que la germinacion ocurra. El contenido de ABA de
semillas de la linea endocriada incubadas bajo hipoxia (i.e., 5% O,) y aire (i.e., 21% O,)
fue medido en ejes embrionarios y cotiledones, por separado. El contenido de ABA en
cotiledones fue 4 veces mayor que en ejes embrionarios y esta diferencia persistio
durante la incubacién tanto a 12 como a 30°C (Figura 4. 5A y B). Sin embargo, la
hipoxia no produjo diferencias consistentes en el contenido de ABA en comparacion
con la incubacion en aire tanto para cotiledones como para ejes embrionarios (Figura 4.
5A y B). A su vez, el contenido de ABA permaneci6é bastante estable durante la
incubacion a las dos temperaturas. La dinamica de germinacion de semillas mostro
diferencias entre las dos concentraciones de oxigeno tanto a 12 como a 30°C (Figura 4.
5C y D); sin embargo, el porcentaje de germinacion final de semillas fue similar a 12°C
(al décimo dia) para las dos concentraciones de oxigeno pero fue menor para 5% O, a
30°C (al séptimo dia) (Figura 4. 5C y D). Estos resultados muestran que la hipoxia no
interfirié con el metabolismo del ABA en la linea endocriada y sugiere que la expresion
de la dormicién impuesta por el pericarpio a 30°C no es mediada por un incremento en
el contenido de ABA.
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Figura 4. 5. Contenido de ABA evaluado en ejes embrionarios y cotiledones a 5% O, y 21% O,
durante la incubacion de semillas de la linea endocriada en agua destilada a 12°C (A) y 30°C
(B). Germinacion (%) de semillas de la linea endocriada incubadas en agua destilada a 5 y 21%
0, a 12°C (C) y 30°C (D); las barras horizontales indican el periodo de muestreo para el
contenido de ABA a 5% O, (barra llena) y 21% O, (barra vacia). La barras representan el error
estandar de la media para tres réplicas, cada una medida in duplo (A y B) y para cuatro réplicas
(C y D). Cuando las barras no se muestran, el valor del error estdndar de la media es menor que
el tamafio del simbolo.
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4.3.4.Sensibilidad al ABA en semillas incubadas bajo diferentes concentraciones de
oxigeno y temperaturas

Para evaluar si el aumento en la sensibilidad embrionaria a la hipoxia exhibida por la
linea endocriada a 30°C (como se vio en apartados mas arriba) fue a traves de un
incremento en la sensibilidad embrionaria al ABA, se midid la germinacién de semillas
de esta linea endocriada incubadas bajo diferentes concentraciones de ABA, dos
concentraciones de oxigeno (5 'y 21%) y dos temperaturas (12 y 30°C). La germinacion
de semillas de la linea endocriada incubadas en presencia de diferentes concentraciones
de ABA disminuy6 con concentraciones crecientes de esta hormona tanto a 5 como a
21% O, (Figura 4. 6); la germinacién en agua (i.e., 0 uM ABA) fue alta y similar para
ambas concentraciones de oxigeno a 12°C, pero a 30°C la germinacion de las semillas
fue inhibida a 5% O; en relacion al 21% O, (Figura 4. 6). A 12°C, fue necesario 100
UM ABA para casi suprimir completamente la germinacion bajo hipoxia y aire; sin
embargo, a 30°C, s6lo 10 uM ABA fue suficiente para suprimir la germinacion bajo
hipoxia y 100 uM ABA para hacerlo en aire (Figura 4. 6). La incubacion a 30°C
incremento la sensibilidad al ABA a 21% O, en comparacion a 12°C; esto fue evidente
cuando se compararon los valores de germinacion a 10 uM ABA (Figura 4. 6B y A).
Estos resultados muestran que la hipoxia incrementa la sensibilidad al ABA, asi como la
alta temperatura de incubacion. Sin embargo, no fueron detectados efectos sinérgicos
entre hipoxia y temperatura de incubacion (i.e., la interaccion no fue significativa, t-test
con P<0,05).
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Figura 4. 6. Germinacion (%) de semillas de la linea endocriada después de 10 d de incubacion
al1l2°C (A)y 7 da30°C (B) en soluciones de ABA a concentraciones de 0 (i.e., agua destilada),
1, 10, y 100 uM ABA a 5y 21% O,. Las barras representan el error estdndar de la media para
cuatro réplicas. Cuando las barras no se muestran, el valor del error estdndar de la media es
menor que el tamafio del simbolo.

4.3.5.Medicion del consumo de oxigeno a diferentes temperaturas de incubacion,
en presencia y ausencia de antibioticos

Los pericarpios aislados de la linea endocriada incubados a 10°C no mostraron consumo
de oxigeno detectable ni en el control ni en el tratamiento con antibiéticos (Figura 4.
7A), lo que sugiere que la actividad de las comunidades microbianas en el pericarpio
fue insignificante a esta temperatura y, consecuentemente, no implica limitacion en
términos de disponibilidad de oxigeno para el embrion. En contraste, a 30°C el
tratamiento control de ambos genotipos tuvo valores mas altos de consumo de oxigeno
que aquellos obtenidos con el tratamiento con antibi6ticos (Figura 4. 7), lo que sugiere
que, a alta temperatura de incubacion, la actividad microbiana fue alta y consumio
oxigeno que no quedd disponible para el embrion. Esta posibilidad esta fuertemente
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apoyada por el hecho de que la aplicacion del tratamiento con antibi6ticos redujo el
consumo de oxigeno a un cuarto y a un noveno en pericarpios de la linea endocriada y
del hibrido comercial, respectivamente (Figura 4. 7).
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Figura 4. 7. Consumo de oxigeno (nmol O,/mg PF pericarpio) en el medio de incubacion por
pericarpios aislados de la linea endocriada a 10 y 30°C (A) y pericarpios aislados del hibrido
comercial a 30°C (B) despues de 24 h de incubacion. Los medios de incubacion fueron agua
destilada (i.e., control) y antibidticos que consistié en un fungicida comercial (0,75 pl/ml de
Ritiram Carb Plus que contiene Thiram 35% y Carbendazim 15%) y tres bactericidas
(gentamicina 0,1 mg/ml, ampicilina 0,4 mg/ml, y espectinomicina 0,2 mg/ml), y agua hasta
alcanzar el volumen final. Las barras representan el error estandar de la media para cuatro
réplicas. Cuando las barras no se muestran, el valor del error estdndar de la media es menor que
el espesor de la linea.

4.3.6.Efecto del uso de antibioticos sobre la germinacion del aquenio y sus
comunidades microbianas a alta temperatura de incubacion

Para evaluar la posibilidad de que el consumo de oxigeno a alta temperatura de
incubacion debido a la actividad de las comunidades microbianas en la superficie del
pericarpio es probable que desempefie un papel en la dormicion impuesta por el
pericarpio, es que esta actividad fue inhibida usando antibio6ticos (mezcla de fungicidas
y bactericidas). El efecto del tratamiento con antibidticos sobre la germinacion de
aquenios a 30°C fue diferente dependiendo del genotipo (Cuadro 4. 2). En la linea
endocriada, el tratamiento con antibioticos incrementd la germinacion pero no lo
suficiente como para determinar una diferencia significativa en la germinacion del
aquenio en comparacion con su control (i.e., agua destilada) (test de Tukey con P<0,05;
Cuadro 4. 2). Por el contrario, para el hibrido comercial, el tratamiento con antibioticos
aumento la germinacién significativamente (test de Tukey con P<0,05; Cuadro 4. 2).
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Cuadro 4. 2. Germinacion (%) de aquenios de la linea endocriada y del hibrido comercial
después de 10 d de incubacion a 30°C en agua destilada (i.e., control) y antibidticos. Los valores
son las medias + el error estandar de la media para cuatro réplicas.

Germinacion (%)" a 30°C

Tratamiento Linea endocriada Hibrido comercial
Control 57,0+9,3a 495+47b
Antibiéticos 70,0+26a 740+59a

"Medias de los tratamientos dentro de cada columna con la misma letra no son
significativamente diferentes segln test de Tukey (con P<0,05).

El mismo sistema experimental, pero con una incubacion de 24 h a 30°C, fue llevado a
cabo para el recuento de colonias bacterianas y para estimar los CLPP e indice H de
comunidades bacterianas y flangicas asociadas con los aquenios de los diferentes
tratamientos. Las colonias bacterianas/cm? para la dilucién de 1x10™ difirieron
significativamente entre el tratamiento control y el tratamiento con antibidticos para
cada genotipo (test de Tukey con P<0,05; Cuadro 4. 3). A su vez, la carga bacteriana
fue significativamente mayor en el hibrido comercial que en la linea endocriada para la
misma dilucidn (test de Tukey con P<0,05; Cuadro 4. 3).

Cuadro 4. 3. Colonias bacterianas/cm? presentes en la dilucién 1x10™ perteneciente al
tratamiento control y tratamiento con antibidticos, para la linea endocriada y el hibrido
comercial después de 24 h de incubacién a 30°C. Los valores son las medias + el error estandar
de la media para tres réplicas.

Colonias bacterianas/cm*" a 30°C

Tratamiento Linea endocriada Hibrido comercial
Control 3,0+£0,3a 411+6,2a
Antibidticos 0,0+00b 0,0+0,0b

"Medias de los tratamientos dentro de cada columna con la misma letra no son
significativamente diferentes segun test de Tukey (con P<0,05).

Ademas, los CLPP fueron diferentes a 96 h de incubacion para cada genotipo (Figura 4.
8). En el andlisis discriminante de los perfiles de los CLPP de comunidades bacterianas,
los ejes 1 y 2 explicaron el 83,4% del total de la variacion (Figura 4. 8A). Las
comunidades bacterianas agrupadas a la derecha del eje 1 usaron preferentemente
celobiosa, histidina, putrescina, glicina, maltosa y glicerol como fuentes carbonadas,
mientras que las comunidades bacterianas agrupadas a la izquierda usaron
preferentemente fructosa, glutamina y dextrosa. Las comunidades bacterianas agrupadas
en la parte inferior del eje 2 usaron preferentemente prolina como fuente carbonada. El
analisis discriminante mostr6 que las comunidades bacterianas difirieron en gran
medida entre ambos genotipos, principalmente a lo largo del eje 1 para el tratamiento
control. Los antibioticos también tuvieron un profundo impacto en los perfiles de las
comunidades bacterianas, el cual se pudo ver como un desplazamiento a lo largo del eje
1 para la linea endocriada y del eje 2 para el hibrido comercial. Ademas, el indice H
para comunidades bacterianas difirio significativamente entre aquenios control y
aquenios tratados con antibidticos para el caso de la linea endocriada (test de Tukey con
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P<0,05; Cuadro 4. 4) pero no para el hibrido comercial (test de Tukey con P<0,05;
Cuadro 4. 4).

Con respecto al analisis discriminante de los CLPP de comunidades fungicas, los ejes 1
y 2 explicaron el 96,5% del total de la variacion (Figura 4. 8B). Las comunidades
fangicas agrupadas a la derecha del eje 1, usaron preferentemente histidina y maltosa
como fuentes carbonadas, mientras que las comunidades fungicas agrupadas a la
izquierda usaron preferentemente acido itacénico, &cido citrico, glicerol y celobiosa.
Las comunidades fangicas agrupadas en la parte superior del eje 2 usaron
preferentemente &cido lactico como fuente carbonada, mientras que las comunidades
fangicas agrupadas en la parte inferior usaron preferentemente glicina y glutamina. El
analisis discriminante mostré que las comunidades fungicas difirieron en gran medida
entre genotipos, a lo largo tanto del eje 1 como del eje 2, cuando se compararon los
tratamientos control. Ademas, para cada genotipo, las comunidades fungicas fueron
afectadas por el tratamiento con antibioticos, el cual produjo cambios a lo largo de
ambos ejes (principalmente el eje 1). No se obtuvieron diferencias significativas en el
indice H para comunidades fingicas para aquenios control y aquenios tratados con
antibidticos para cada genotipo (test de Tukey con P<0,05; Cuadro 4. 4).
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Figura 4. 8. Analisis discriminante de los perfiles de uso de fuentes carbonadas (CLPP por sus
siglas en inglés) de comunidades bacterianas (A) y fangicas (B) en aquenios de dos genotipos,
tratados y no tratados con antibidticos y evaluados en cuatro réplicas. Los cuadrados
corresponden a la linea endocriada y los circulos al hibrido comercial; mientras que los
simbolos blancos y negros indican el control y el tratamiento con antibidticos, respectivamente.
Los datos usados para el analisis corresponden a los valores de absorbancia a las 96 h. La
varianza total explicada por cada eje esta mostrada ente paréntesis.
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Cuadro 4. 4. Diversidad funcional de comunidades bacterianas y flngicas analizadas usando el
indice H, el cual fue obtenido de los valores de absorbancia de los perfiles de uso de fuentes
carbonadas (CLPP por sus siglas en inglés) de las microplacas, para ambos genotipos (linea
endocriada e hibrido comercial) y tratamientos (con y sin antibi6ticos). Los valores son las
medias + el error estandar de la media para cuatro réplicas.

indice H de bacterias™ a 30°C Iindice H de hongos' a 30°C
Tratamiento Linga Hibridp Ll'ne_a Hibrid_o

endocriada comercial endocriada comercial
Control 2,59+0,19a 2,46 £0,09 a 258+0,14a 2,29+0,13 a
Antibioticos 1,81+£0,19b 2,44 £0,09 a 2,48+0,14a 2,64+0,13 a

tMedias de los tratamientos dentro de cada columna con la misma letra no son
significativamente diferentes segun test de Tukey (con P<0,05).

4.4. Discusion

Alcanzar una emergencia de plantulas rapida y uniforme es de suma importancia para el
rendimiento de los cultivos (Paparella et al., 2015). Por esta razon, el mercado de
semillas esté intentando aumentar los estandares de calidad de las semillas (Paparella et
al., 2015) con la prioridad de la eliminacion de la dormicion en las especies que adn la
tienen. El presente capitulo ahondd en los mecanismos fisiologicos detrds de la
dormicion impuesta por el pericarpio en los aquenios de girasol y su expresion a altas
temperaturas de incubacion, basandose en el comportamiento de la linea endocriada
(utilizada en los Capitulos 2 y 3). Adicionalmente, se incorpor6 un hibrido comercial
que también presenta este tipo de dormicion, a modo de comparacion para evaluar hasta
qué punto el modelo fisiologico derivado de la linea endocriada podria ser generalizado.
El estudio se enfoc6 en el ambiente de imbibicion (i.e., temperatura) y se considero la
disponibilidad de oxigeno al embrion (Gay et al., 1991), el contenido de ABA y la
sensibilidad a esta hormona (Benech-Arnold et al., 2006), y la respiracion de las
comunidades microbianas en el pericarpio (Heydecker y Chetram, 1971) como
caracteristicas, no sélo mencionadas en la literatura como participes de estos
mecanismos fisioldgicos, sino también propuestas a partir de estudios previos realizados
con la misma linea endocriada en los Capitulos 2 y 3.

La germinacion de aquenios y semillas de ambos genotipos se evalud bajo diferentes
concentraciones de oxigeno y temperaturas. Los aquenios de ambos genotipos
mostraron dormicion impuesta por el pericarpio cuando se los incubd en aire (i.e., 21%
O,), la cual se expresd solamente a alta temperatura de incubacion (Figura 4. 2), como
habia sido reportado en los Capitulos 2 y 3 para la linea endocriada. En la incubacién en
aire, la eliminacion del pericarpio permitié la germinacion a 30°C en ambos genotipos
(Figura 4. 2B y D). Sin embargo, cuando las semillas (i.e., aquenios sin pericarpio)
fueron incubadas bajo hipoxia, la germinacion de la linea endocriada disminuyo
notablemente con el aumento de la hipoxia a 30°C hasta el punto de que la germinacion
de estas semillas a 3% O, fue similar a la de aquenios incubados a 30°C pero en aire
(Figura 4. 2B). Por el contrario, las semillas del hibrido comercial mostraron una
sensibilidad muy baja a la hipoxia a cualquier temperatura (Figura 4. 2C y D), con un
valor de umbral de oxigeno para inhibir la germinacion por debajo de 3% O,. En otras
palabras, ambos genotipos mostraron similar dormicion impuesta por el pericarpio
expresada a alta temperatura de incubacion pero, en la linea endocriada, esta expresion
parecid deberse a una exacerbada sensibilidad embrionaria a la hipoxia mientras que, en
el hibrido comercial, el pericarpio parecio actuar como una severa restriccion cuando la
incubacion fue llevada a cabo a alta temperatura. Esto dltimo esta particularmente
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apoyado por el hecho de que la germinacién de aquenios del hibrido comercial en
hipoxia fue mas severamente inhibida que la germinacion de aquenios de la linea
endocriada (Figura 4. 2D y B). Curiosamente, el pericarpio puede desemperfiar un papel
diferente en la germinacion del girasol: Andrade et al. (2015) observaron en una linea
de girasol no dormida que la presencia del pericarpio puede aumentar la germinacion
debido a que proporciona proteccion estructural.

La sensibilidad a la hipoxia ha sido estudiada en semillas de otras especies. Por ejemplo,
en meldn, la sensibilidad de las semillas a la hipoxia se incrementa a bajas temperaturas
de incubacidn, incluso cuando la solubilidad del oxigeno en fase acuosa y su
disponibilidad al embrion se sabe que son mayores que a altas temperaturas (Edelstein
et al., 1995). Los procesos fisiologicos detrds de la sensibilidad a la hipoxia a bajas
temperaturas difieren entre genotipos de melon y son en su mayoria desconocidos
(Edelstein y Welbaum, 2011) como lo son los mecanismos que operan diferencialmente
entre la linea endocriada y el hibrido comercial.

Para evaluar si la alta sensibilidad a la hipoxia mostrada por aquenios del hibrido
comercial a alta temperatura se debe a una restriccion fisica severa ejercida por el
pericarpio, se evalud la estructura del pericarpio. EI nimero de capas de células del
esclerénquima y el espesor del mismo fueron significativamente mayores en el hibrido
comercial que en la linea endocriada (Cuadro 4. 1).

Sélo la linea endocriada (y no el hibrido comercial) mostré alta sensibilidad embrionaria
a la hipoxia a alta temperatura (evaluada como germinacion de semillas, es decir, de
aqguenios sin pericarpio). Por lo tanto, para evaluar si este aumento en la sensibilidad a
la hipoxia fue a través de una interferencia con el catabolismo del ABA que deberia
resultar en la acumulacion de esta hormona, se midid el contenido de ABA en las
semillas a lo largo del periodo de incubacion y hasta antes que la germinacion ocurra y
no se encontraron cambios en el contenido de ABA. Los resultados mostraron que la
hipoxia (i.e., 5% O;) no interfirio con el contenido de ABA en este genotipo a baja ni a
alta temperatura de incubacion (Figura 4. 5A y B). Aunque hay evidencia de que la
hipoxia interfiere con el catabolismo del ABA por diferentes vias (i.e., desregulacion de
la enzima ABA 8’-hidroxilasa; Cutler et al., 2000), los resultados obtenidos no
mostraron mayor acumulacion de ABA cuando la incubacion se realizo bajo hipoxia
como si habia sido demostrado en cebada (Benech-Arnold et al., 2006; Mendiondo et
al., 2010). Por el contrario, estos resultados son consistentes con aquellos obtenidos en
el Capitulo 3 que mostraron que la presencia del pericarpio no promueve la
acumulacion de ABA en el embridn en comparacion con las semillas (sin pericarpio);
ademas, en el Capitulo 3 se observoé que mayores valores de ABA fueron obtenidos en
semillas embebidas en comparacion con aquenios intactos a lo largo del periodo de
incubacién a 30°C. Ademaés, para evaluar si el aumento en la sensibilidad embrionaria a
la hipoxia a 30°C mostrada Unicamente por la linea endocriada fue a través de un
incremento en la sensibilidad embrionaria al ABA, se midi6 la germinacion de semillas
de esta linea endocriada incubadas bajo diferentes concentraciones de ABA, dos
concentraciones de oxigeno (5 'y 21%) y dos temperaturas (12 y 30°C). El incremento de
la concentracion de ABA en el medio de incubacion redujo consistentemente la
germinacion de las semillas de la linea endocriada ligeramente mas a 30°C que a 12°C
cuando la incubacion se realizo6 en aire (21% O,) (Figura 4. 6), como se habia observado
previamente en el Capitulo 3. La incubacion en hipoxia (5% O;) a 30°C redujo la
germinacion de las semillas, como se muestra en la Figura 4. 2B, y esto parece estar
mediado por un incremento en la sensibilidad al ABA en comparacion con 21% O,
(Figura 4. 6B). Tomados en conjunto, estos resultados sugieren que la alta sensibilidad a
la hipoxia expresada a 30°C por las semillas de la linea endocriada estd mediada, al
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menos en parte, por un aumento de la respuesta al ABA (Figura 4. 6B), aunque sin
cambios sustanciales en el metabolismo del ABA (Figura 4. 5B). El efecto de la alta
temperatura de incubacion sobre el incremento de la sensibilidad al ABA podria estar
mediado por la hipoxia al embrién, debido a que una mayor temperatura aumenta la tasa
metabolica (y el consumo de oxigeno) y reduce la solubilidad del gas.

El aumento de la sensibilidad a la hipoxia observada en semillas de la linea endocriada
cuando fueron incubadas a 30°C podria explicar la expresion de la dormicion en
aquenios incubados a esa temperatura (Figura 4. 2B). Sin embargo, la dormicion fue
expresada también en aquenios del hibrido comercial incubados a 30°C incluso cuando
las semillas exhibieron una sensibilidad mucho mas baja a la hipoxia que las semillas de
la linea endocriada (Figura 4. 2D y B). Por lo tanto, la dormicion impuesta por el
pericarpio que se expresa sélo a alta temperatura de incubacién debe implicar,
particularmente en el hibrido comercial pero posiblemente también en la linea
endocriada, un aumento de la retencion de oxigeno por el pericarpio, lo que conlleva a
un incremento de la limitacion de oxigeno al embrion hasta el punto reportado por
Rolletschek et al. (2007). Segun la literatura, esto podria deberse a: i) una mayor
actividad de la polifenol oxidasa (Lenoir et al., 1986), ii) un aumento de la actividad
microbiana (Heydecker y Chetram, 1971). Este capitulo se centrd en la posibilidad de
un aumento en la actividad microbiana. El pericarpio de girasol es un huésped natural
para una variedad de comunidades microbianas, las cuales pueden sobrevivir como
esporas (hongos) o endosporas (bacterias) por afios hasta que la hidratacion tenga lugar.
Por lo tanto, en una primera instancia, se evalud el consumo de oxigeno en pericarpios
aislados incubados en ausencia y presencia de antibidticos (mezcla de fungicidas y
bactericidas) para ambos genotipos. Se observd que el consumo de oxigeno en agua
(como medio de incubacion) con pericarpios aislados de la linea endocriada se
incrementd marcadamente cuando la incubacién se realizd a 30°C en comparacion con
el de pericarpios aislados incubados a 10°C (Figura 4. 7A). Sin embargo, cuando el
tratamiento con antibi6ticos fue aplicado a pericarpios aislados de ambos genotipos
incubados a alta temperatura, el consumo de oxigeno se redujo drasticamente,
sugiriendo que el consumo se debid principalmente a la inhibicion de la actividad de las
comunidades microbianas del pericarpio, cuya actividad aumenta a alta temperatura de
incubacidn en ausencia de antibiéticos (Figura 4. 7). Otros mecanismos como, por
ejemplo, algunas reacciones mediadas por enzimas en el pericarpio (i.e., polifenol
oxidasa) no deben ser descartadas como parte de este mecanismo de limitacion de
oxigeno (como se ha observado en algunos granos de cereales como cebada y avena).
Sin embargo, debido a que el tratamiento con antibi6ticos redujo el consumo de oxigeno
en gran medida (y no se espera que estos componentes interfieran con la actividad de la
polifenol oxidasa), el aumento de la actividad microbiana parece ser la causa central
para explicar el incremento observado en el consumo de oxigeno en pericarpios aislados
incubados a 30°C en ausencia de antibidticos (Figura 4. 7).

A su vez, cuando se aplicaron antibidticos para evaluar su efecto sobre la dormicion
impuesta por el pericarpio (evaluada como germinacion del aquenio), el tratamiento con
antibioticos incremento la germinacion del aquenio del hibrido comercial y de la linea
endocriada, aunque el incremento no fue estadisticamente significativo para la linea
endocriada (Cuadro 4. 2). Esto sugiere fuertemente que el alto consumo de oxigeno a
alta temperatura de incubacion se debe al aumento de la actividad microbiana que
posiblemente limita la germinacion del aquenio. Hasta donde se sabe, este el primer
trabajo que sugiere que la actividad de las comunidades microbianas en el pericarpio
perjudica la germinacion del aquenio a altas temperaturas de incubacion. Sin embargo,
las comunidades microbianas pueden afectar la germinacion por diferentes vias. Por
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ejemplo, el duro pericarpio de Lepidium didymum controla la germinacion y esta
dormicion mecéanica impuesta por el pericarpio es liberada por la actividad de hongos
comunes asociados al fruto (colonizacion fungica desde la superficie externa del
pericarpio) (Sperber et al., 2017). Ademas, las asociaciones entre las semillas y los
microorganismos asociados a las semillas, especialmente las bacterias endofiticas de las
semillas, podrian ser beneficiosas para la germinacion y el establecimiento de plantulas
(Truyens et al., 2014). En este capitulo el aparente fracaso del tratamiento con
antibioticos para superar totalmente la dormicion en aquenios de la linea endocriada
(Cuadro 4. 2) podria estar relacionado con la hiper-sensibilidad a la hipoxia mostrada
por sus embriones cuando los mismos son incubados a 30°C (Figura 4. 2B). De hecho,
el bajo, pero no obstante existente consumo de oxigeno en pericarpios tratados con
antibioticos de la linea endocriada a 30°C (Figura 4. 7A), podria ser suficiente para
imponer algdn nivel de hipoxia que podria ser detectado por estos embriones. El
incremento de la actividad metabdlica debido a la alta temperatura de incubacién (y,
consecuentemente, el aumento de la demanda de oxigeno), junto con la menor
solubilidad del oxigeno en agua, podria ser parte del mecanismo por el cual se impone
esta condicion de hipoxia. Por otro lado, en el hibrido comercial, en donde los
embriones mostraron muy baja sensibilidad a la hipoxia (Figura 4. 2D), el tratamiento
con antibiéticos incrementd la germinacion significativamente (Cuadro 4. 2). Estos
resultados sugieren que, en este genotipo, la actividad de las comunidades microbianas
en el pericarpio podria ser la principal responsable de la expresion de la dormicion a alta
temperatura de incubacion, afiadiéndose a la ya estricta restriccion fisica de difusion de
oxigeno impuesta por un pericarpio mas grueso. De hecho, el numero de capas de
células del esclerénquima y el espesor del esclerénquima fueron significativamente
mayores en el hibrido comercial que en la linea endocriada (Cuadro 4. 1). La actividad
de las comunidades microbianas junto con un pericarpio mas grueso podrian explicar
por qué, a pesar de una menor sensibilidad a la hipoxia de los embriones, los aquenios
del hibrido comercial mostraron una mayor sensibilidad a la hipoxia que aquellos de la
linea endocriada (Figura 4. 2).

Los experimentos también incluyeron una evaluacion de las comunidades microbianas
asociadas al pericarpio, a través del recuento de colonias bacterianas. La aplicacion de
antibioticos redujo fuertemente los recuentos de colonias bacterianas para cada genotipo
(Cuadro 4. 3); ademas, de acuerdo con la observada severa restriccion de oxigeno al
embrion impuesta por el pericarpio, la carga bacteriana en el pericarpio fue
significativamente mayor en el hibrido comercial que en la linea endocriada. Ademas se
adentré en las comunidades microbianas a través de los perfiles de uso de fuentes
carbonadas (CLPP por sus siglas en inglés) e indice de Diversidad de Shannon (indice
H) para bacterias y hongos con el objetivo de detectar similitudes entre genotipos en
términos de comunidades microbianas asociadas al pericarpio. Los CLPP difirieron
entre los dos genotipos (Figura 4. 8), de acuerdo con Nelson et al. (2018) para semillas
de otros cultivos. El efecto de los antibidticos aplicados al medio de incubacion tuvo un
fuerte impacto en los perfiles fungicos y bacterianos de ambos genotipos (Figura 4. 8).
Por lo tanto, el reducido consumo de oxigeno observado en presencia de antibioticos
podria deberse tanto a una reduccién en la proliferacion microbiana total junto con
cambios en la composicion especifica. Estos cambios a nivel microbiolégico podrian
explicar la caida observada en el consumo de oxigeno en presencia de antibidticos, los
cuales, de hecho, aumentan la germinacion a 30°C posiblemente a través de la
atenuacion de la hipoxia. A pesar de que las fuentes carbonadas dentro de las
microplacas no representan las mismas condiciones que las de las pruebas de
germinacion, los CLPP proporcionan informacion sobre la funcionalidad potencial de
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las comunidades microbianas (Preston-Mafham et al., 2002). Ademas, el indice H
difirio significativamente entre los aquenios de tratamiento control y los del tratamiento
con antibidticos en el caso de la linea endocriada para bacterias (Cuadro 4. 4). Estos
resultados sugieren que cada genotipo tuvo diferente carga bacteriana y diferentes
comunidades bacterianas y fungicas, como lo reflejan sus contrastantes patrones de
consumo de oxigeno. Este capitulo tuvo, como uno de sus objetivos, evaluar el efecto
que las comunidades microbianas tienen sobre el consumo de oxigeno y la germinacion
a 30°C, pero no se propuso caracterizar estas comunidades mas alla de la informacion
que se puede derivar del andlisis de CLPP. Las diferencias en la composicion de las
comunidades microbianas podrian explicarse por el propio genotipo de la planta (e.g.,
tamafio de la semilla, anatomia de la semilla) pero también por factores abioticos (e.g.,
practicas de manejo a campo, métodos de cosecha, procesamiento y almacenamiento de
la semilla) (Barret et al., 2015). Barret et al. (2015) trabajaron con muestras de semillas
de varias plantas pertenecientes a diferentes variedades, especies, géneros y familias y
demostraron que la estructura de la microbiota de la semilla parece estar explicada por
factores abidticos, como la localizacion geogréafica de la regidn de produccion y el afio
de cosecha. En el presente capitulo, la carga y diversidad microbiana descriptas aqui
s6lo corresponden a estos dos genotipos que pertenecen a un lote de produccién
determinado bajo ciertas condiciones ambientales y, por lo tanto, no puede ser
extrapolado a otras situaciones (motivo por el cual una caracterizacion de estas
comunidades a un nivel especifico seria poco util).

Los tratamientos de semillas en girasol usualmente incluyen fungicidas para evitar la
infestacion fungica (como lo recomienda Viswanathan, 1996), pero no bactericidas
dirigidos especificamente a las bacterias. La conocida lucha entre hongos y bacterias
implica la produccion de quimicos toxicos naturales dirigidos el uno al otro. Si la
produccion de antibidticos naturales producidos por hongos es eliminada por la
aplicacion de fungicidas (que se usan comunmente en semillas comerciales) podria
ocurrir un desequilibrio hacia la proliferacion de bacterias, lo que resultaria en una
absorcion de oxigeno mas alta y aumento de la dormicion a altas temperaturas a las
cuales las bacterias se dividen mas rapido.

En resumen, los resultados muestran que ambos genotipos expresan dormicion impuesta
por el pericarpio a alta temperatura de incubacion. Sin embargo, no es posible derivar
un modelo fisioldgico Unico para ambos genotipos. Los genotipos mostraron diferentes
valores de umbral de oxigeno para la inhibicién de la germinacidn, siendo mas bajo para
el hibrido comercial que para la linea endocriada. En la linea endocriada, la principal
limitacion para la germinacion del aquenio estuvo impuesta por la alta sensibilidad
embrionaria a la hipoxia, que es aumentada a alta temperatura de incubacion, la cual, en
combinacidon con el aumento del consumo de oxigeno en pericarpios aislados, resulté en
expresion de la dormicion. En aquenios del hibrido comercial, en cambio, la principal
limitacion para la germinacion provino principalmente de la presencia del pericarpio
que representa una severa restriccion cuando la actividad de las comunidades
microbianas en el pericarpio es aumentada por la alta temperatura de incubacion.
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CAPITULO 5
Discusion general
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CAPITULO 5
Discusién general
Resumen

En este capitulo: i) se retoma el marco conceptual de la problemética abordada, ii) se
contrastan las hipotesis planteadas en el Capitulo 1 en funcion de los resultados
obtenidos, iii) se plantea un modelo de respuesta a la dormicién, que contempla los dos
genotipos empleados a lo largo de esta tesis, a modo de integrar las contribuciones al
estado de conocimiento y iv) se detallan implicaciones para futuras investigaciones.






79

5.1. Marco conceptual de la problemética abordada

La dormicion es una condicion interna de la semilla que impide su germinacion bajo
condiciones hidricas térmicas y gaseosas que, de lo contrario, hubieran sido apropiadas
para la germinacion (Benech-Arnold et al., 2000). Si bien esta condicion tiene una
fuerte importancia adaptativa en especies silvestres, es una caracteristica indeseable en
especies domesticadas (Bewley, 1997). La dormicion representa un problema
importante para la produccion de cultivos porque la misma implica un retraso sustancial
para la siembra inmediata y, en el caso de las empresas semilleras, dificulta o
directamente impide la comercializacién (Rosellé et al., 2016). Por ello, es crucial
eliminar la dormicién en especies que adn la tienen.

El cultivo de girasol (Helianthus annuus L.) es un buen modelo para estudiar la
dormicion debido a que usualmente sus frutos estan profundamente dormidos a cosecha
(Corbineau y Come, 2003; Benech-Arnold, 2004). En programas de mejoramiento de
este cultivo, la dormicion no sélo limita el nimero de ciclos del cultivo por afio sino que
también conduce a la asincronia en el tiempo a floracion, restringiendo, de esta manera,
la oportunidad de hacer cruzas entre plantas (Marchetti, 2012). Sin embargo, la
dormicidn es un atributo dificil de manipular por la complejidad que involucra ya que se
encuentra determinada principalmente por factores genéticos pero con una sustancial
influencia del ambiente (i.e., factores exdgenos) durante el desarrollo de la semilla
(Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006) y su expresion depende mayoritariamente de
las condiciones ambientales durante la imbibicion de la semilla (Hoang et al., 2014).
Los mecanismos fisioldgicos involucrados en el control de la dormicién varian entre
especies; por lo tanto, se deben dilucidar los mecanismos propios de cada especie,
incluso de cada genotipo dentro de una misma especie.

Los aquenios (i.e., frutos) de algunos genotipos de girasol a menudo presentan
dormicion fisioldgica a cosecha (Rodriguez et al., 2011). La dormicion fisiologica
puede estar impuesta por las cubiertas (i.e., tejidos que recubren al embridn), deberse a
gue la misma esta impuesta al embrion, o ser una combinacioén de ambas (Finch-Savage
y Leubner-Metzger, 2006). Es conocido que, en el girasol, la dormicion fisioldgica a
cosecha obedece a una combinacion de dormicion embrionaria y dormicion por
cubiertas (Benech-Arnold, 2004) y que, si las semillas son secadas y almacenadas a
temperatura ambiente (25 £ 1°C, humedad relativa 50%), la dormicién embrionaria es
eliminada (Corbineau et al., 1990; Andrade et al., 2015); sin embargo, la dormicion por
cubiertas puede persistir por varias semanas e incluso meses (Benech-Arnold, 2004).
Las cubiertas se refieren a cualquier tejido que recubra al embrion (Finch-Savage y
Leubner-Metzger, 2006; Szemruch et al., 2014) vy, en el caso del girasol, son el
pericarpio, la cubierta seminal y el endosperma. Estas cubiertas pueden imponer
dormicion a través de limitar el ingreso de oxigeno al embrién (i.e., hipoxia), siendo
esta restriccion dependiente de aspectos fisicos y bioquimicos de estas cubiertas
(Corbineau y Come, 1995). Dicha limitacion de oxigeno al embridn puede, a su vez,
interferir con el metabolismo y sensibilidad de inhibidores de la germinacion, como es
el caso del &cido abscisico (ABA) (Bewley y Black, 1982; Benech-Arnold et al., 2006).

A pesar de que, como se dijo mas arriba, la dormicion impuesta por el pericarpio es la
que causa mas problemas a la produccion, llama la atencion que escasas investigaciones
se han llevado a cabo sobre los tejidos que recubren al embrion que participan en la
imposicion de la dormicion por cubiertas. A raiz de este vacio de conocimiento, en la
presente tesis emergio la necesidad de dilucidar en girasol los mecanismos fisioldgicos
involucrados en el control de la dormicién impuesta por cubiertas, haciendo foco en el
papel del pericarpio y se buscé desarrollar tecnologias que permitan eliminarla a escala
industrial. Para ello, esta tesis se propuso: i) evaluar el papel del pericarpio en la
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imposicion de la dormicion y, ligado a esto, la temperatura a la cual se expresa esa
dormicion (Capitulo 2), ii) estudiar la posibilidad de atenuar esta dormicion impuesta
por el pericarpio con agentes externos usualmente usados para dormicién embrionaria
(Capitulo 2), iii) disefiar tecnologias para la eliminacién de la dormicion impuesta por el
pericarpio a escala de industria semillera, para lo cual se evaluo la factibilidad del uso
de un agente oxidante, como fue el hipoclorito de sodio (Capitulo 3), y iv) analizar el
posible papel del pericarpio en la imposicion de una condicion de hipoxia al embrién a
altas temperaturas de incubacion (i.e., 30°C) y, consecuentemente, estudiar en qué
medida la hipoxia inhibe la germinacion a esas temperaturas, para lo cual se evaluo si
esta inhibicion estda mediada por interferencias en el metabolismo del ABA y/o
alteraciones en la sensibilidad a esta hormona (Capitulo 4). Asimismo, se dilucido la
naturaleza de una eventual restriccion a la llegada de oxigeno al embrion impuesta por
el pericarpio (Capitulo 4).

Para cumplir con lo arriba mencionado, se trabajé con una linea endocriada de girasol
que es usada como parental macho para donante de polen de mudltiples hibridos
comerciales para aceite y presenta una dormicion persistente (M. Gerbaldo, Dow
AgroSciences, comunicacion personal, 2010). Durante el avance de la tesis, se
determind que esta linea endocriada presenta dormicion impuesta s6lo por el pericarpio,
cuya expresion fue evidente Unicamente a altas temperaturas de incubacién (i.e., 25 y
30°C). Posteriormente, en el Capitulo 4, se incorpord al analisis un lote de aquenios
perteneciente a un hibrido comercial de girasol que también presenta este tipo de
dormicion (impuesta por el pericarpio y expresada a altas temperaturas de incubacién),
para evaluar hasta qué punto este modelo fisioldgico derivado de la linea endocriada
puede ser generalizado a otros genotipos con dormicion impuesta por el pericarpio.

5.2. Contrastacion de las hipotesis planteadas en el Capitulo 1

Hipdtesis 1: “En aquenios con dormicion impuesta por el pericarpio, la presencia del
mismo impone una condicion de hipoxia al embrion, afectando el metabolismo del
ABA”.

Hipétesis 2: “La condicion de hipoxia al embridn, impuesta por el pericarpio, interfiere
con la sensibilidad de los embriones al ABA”.

Los resultados confirmaron que en la linea endocriada la dormicion estuvo impuesta
solo por el pericarpio y que su expresion fue evidente Unicamente a altas temperaturas
de incubacion (i.e., 25°C y 30°C) (Figura 2. 1, Figura 2. 3 y Cuadro 2. 2). Cuando se
evalud si la alta temperatura de incubacion (i.e., 30°C) sélo permitia que los aquenios
expresaran dormicion o si esa temperatura ademas inducia a dormicién secundaria, se
observd que esta temperatura permitio que los aquenios expresaran dormicion vy,
ademas, indujo a dormicidon secundaria (Figura 2. 4). A su vez, los aquenios que fueron
incubados inicialmente a 30°C durante 5y 3 d y fueron luego incubados a 12°C por el
resto del periodo de incubacidn, alcanzaron mayores porcentajes de germinacion cuanto
menor fue el tiempo de exposicion a alta temperatura (Figura 2. 4). EI impacto de este
comportamiento a escala de cultivo qued6 demostrado con los experimentos detallados
en el Capitulo 3 (Figura 3. 3y Figura 3. 4). Cuando se comparé la acumulacién de ABA
entre aquenios y semillas (i.e., aquenios sin pericarpio) durante la incubacion a 30°C, no
se detectd ninguna diferencia (Figura 2. 5). En contraste, la sensibilidad de las semillas
al ABA se incrementd varias veces cuando la incubacion se llevd a cabo a altas
temperaturas (Cuadro 2. 3), sugiriendo que la menor germinacién a 25 y 30°C puede
explicarse, en parte, por un aumento en la sensibilidad al ABA. Posteriormente, en el
Capitulo 4 se investigd el rol del pericarpio como una limitacion de oxigeno al embrion
(i.e., hipoxia), como fue demostrado por Corbineau y Come (1995). Para ello, se
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incubaron aquenios y semillas de esta linea endocriada a diferentes concentraciones de
oxigeno (3, 5, 10, 15 y 21%) y temperaturas (12 y 30°C). La incubacion de semillas a
concentraciones menores de 21% O, (i.e., hipoxia) se realizd para simular el efecto de la
limitacion de oxigeno impuesta al embrion por el pericarpio, mientras que la incubacién
de aquenios a concentraciones menores de 21% O, se llevo a cabo en un intento de
generar una doble restriccion a la disponibilidad de oxigeno. La germinacion fue
medida al final del experimento y los resultados arrojaron que la sensibilidad
embrionaria a la hipoxia cuando la incubacion se realizé a 30°C explicd la dormicidn
impuesta por el pericarpio expresada a esa temperatura (la germinacion tanto de
aquenios como de semillas disminuy6 hasta valores semejantes bajo hipoxia) (Figura 4.
2B). En funcion de estos resultados, el contenido de ABA de semillas incubadas bajo
hipoxia (i.e., 5% 0O,) y aire (i.e., 21% 0O,) fue medido en ejes embrionarios y
cotiledones, por separado, para evaluar si el aumento en la sensibilidad embrionaria a la
hipoxia que esta detras de la expresion de la dormicién a alta temperatura, esta mediado
por una interferencia en el metabolismo del ABA. El contenido de ABA en cotiledones
fue 4 veces mayor que en ejes embrionarios y esta diferencia persistié durante la
incubacién tanto a 12°C como a 30°C (Figura 4. 5A y B). Sin embargo, la hipoxia no
produjo diferencias consistentes en el contenido de ABA en comparacién con la
incubacidn en aire tanto para cotiledones como para ejes embrionarios (Figura 4. 5A 'y
B) y esto sugiere que la expresion de la dormicidon impuesta por el pericarpio a 30°C no
es mediada por un incremento en el contenido de ABA. Subsiguientemente, se evalu6 la
sensibilidad al ABA en semillas incubadas bajo diferentes concentraciones de oxigeno
(5y 21% 0O,) y temperaturas (12 y 30°C) y se observo que la hipoxia incrementa la
sensibilidad al ABA, asi como la alta temperatura de incubacién (Figura 4. 6). Estos
resultados, en su conjunto, permiten rechazar parcialmente la Hipdtesis 1 debido a que
la condicion de hipoxia al embrion, que estuvo impuesta por el pericarpio, no parece
interferir con el metabolismo del ABA. La Hipotesis 2, por su parte, se acepta debido a
que el efecto del pericarpio, a través de la hipoxia, si afectd la sensibilidad a esta
hormona.

5.3. Modelo de respuesta a la dormicion

Los resultados obtenidos muestran que, tanto en la linea endocriada como en el hibrido
comercial, la dormicion esta impuesta por el pericarpio y su expresion ocurre solo a
altas temperaturas de incubacion (30°C). Sin embargo, no es posible derivar un Unico
patrén fisiologico para estos dos genotipos. Estos patrones se encuentran gobernados
por la temperatura a la que se hayan expuestos los aquenios durante la incubacion (s6lo
se expresan a 30°C), pero varian los componentes intervinientes en la respuesta a la
dormicidn en cada genotipo.

Los diferentes tejidos que recubren al embrion, entre ellos el pericarpio, pueden
imponer dormicion a través de la interferencia con el intercambio gaseoso (e.g., entrada
de oxigeno y/o salida de dioxido de carbono) (Corbineau y Cdme, 1995). Este
impedimento al intercambio de gas da como resultado la restriccion de oxigeno al
embrién (i.e., hipoxia). Esta restriccion de la difusion de oxigeno por parte de las
cubiertas depende de propiedades fisicas, como son la estructura y espesor de estas
cubiertas, y también de propiedades bioquimicas de estas cubiertas (Corbineau y Come,
1995). En esta tesis se impuso hipoxia a la linea endocriada y al hibrido comercial
mediante la incubacion de semillas a diferentes concentraciones de oxigeno (5 y 21%
0O,) y temperaturas (12 y 30°C). Ambos genotipos mostraron diferencias en su
sensibilidad embrionaria a la hipoxia, especialmente a alta temperatura de incubacion
(30°C). La sensibilidad embrionaria a la hipoxia cuando la incubacién se realizé a 30°C
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explico la dormicion impuesta por el pericarpio expresada a 30°C en la linea endocriada
pero no en el hibrido comercial. De hecho, se requirieron valores de oxigeno inferiores
al 3% para inhibir la germinacion de semillas en el hibrido comercial y esto hizo
evidente un efecto muy fuerte del pericarpio en este genotipo. En cambio, la alta
sensibilidad a la hipoxia exhibida por la linea endocriada a alta temperatura de
incubacion, estuvo mediado por una interferencia en la sensibilidad al ABA.

A su vez, la bibliografia indica que en la limitacion de la difusion de oxigeno al embridn
por parte de las cubiertas puede estar involucrada la respiracién de microorganismos
presentes en la superficie del fruto por competencia con este gas (Heydecker y Chetram,
1971). Sin embargo, practicamente no hay ejemplos en la literatura en los que la
relacion entre actividad microbiana en las cubiertas seminales e hipoxia impuesta al
embrion como determinante de la imposicién de dormicion, hubiera sido puesta a
prueba experimentalmente. Para explorar esta posibilidad (que no fue a la que se le
adjudicé mayor peso al principio de esta tesis) se cuantifico el consumo de oxigeno
durante la incubacion de pericarpios aislados, como un estimador de la actividad de sus
comunidades microbianas. A alta temperatura de incubacion, la actividad microbiana
fue alta para ambos genotipos, lo que implica consumo oxigeno que no queda
disponible para el embridn. Esto permite concluir que los aspectos biolégicos de las
cubiertas tienen un papel importante en la imposicion de dormicion. Ademas, en este
escenario de alta temperatura de incubacion, no solo aumenta la respiracion de
microorganismos sino que también se incrementa la actividad metabdlica (y,
consecuentemente, el aumento de la demanda de oxigeno) (Hills y van Staden, 2003),
junto con la menor solubilidad del oxigeno en agua (Hoang et al., 2013).

Por tanto, en la linea endocriada, la principal limitacion para la germinacién del aquenio
estuvo impuesta por la alta sensibilidad embrionaria a la hipoxia, que es aumentada a
alta temperatura de incubacion, la cual, en combinacién con el aumento del consumo de
oxigeno por la actividad (respiracion) microbiana, resulté en expresion de la dormicion.
En aquenios del hibrido comercial, en cambio, la principal limitacién para la
germinacion provino principalmente de la presencia del pericarpio (su pericarpio tiene
mayor numero de capas de células del esclerénquima y espesor del esclerénquima que el
pericarpio de la linea endocriada), el cual representa una severa restriccion cuando la
actividad de las comunidades microbianas en el pericarpio es aumentada por la alta
temperatura de incubacion. EI modelo fisioldgico establecido, y sus variantes, se
resumen en el esquema presentado en la Figura 5. 1.
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Figura 5. 1. Modelo de respuesta a la dormicidn donde se muestran los distintos componentes y
su impacto, para la linea (linea endocriada) y el hibrido (hibrido comercial).

La aplicacién del tratamiento con antibiéticos (mezcla de fungicidas y bactericidas) al
medio de incubacién de aquenios de la linea endocriada y del hibrido comercial, redujo
el consumo de oxigeno a un cuarto y a un noveno en pericarpios de la linea endocriada
y del hibrido comercial, respectivamente. Esto demostré que el consumo se debid,
principalmente, a la inhibicion de la actividad de las comunidades microbianas del
pericarpio, cuya actividad aumenta a alta temperatura de incubacion en ausencia de
antibioticos. Esta inhibicion de la actividad microbiana permitio aumentar la
germinacion en ambos genotipos cuando la incubacion de aquenios se llevo a cabo a
alta temperatura.

Ademas, otros agentes externos usualmente usados para dormicién embrionaria, como
son etileno, giberelinas (GA) y fluridone, fueron aplicados a la linea endocriada
(Gnicamente). La adicion de etileno o giberelinas a estos aquenios permitié la
eliminacién de la dormicion embrionaria a 25 y 30°C, al igual que el fluridone en
aquenios incubados a 30°C. En esta misma linea endocriada, se evalu6 la factibilidad de
un agente oxidante, como fue el uso del hipoclorito de sodio (NaClO), para eliminar la
dormicion, aplicado en condiciones de laboratorio y también a escala de industria
semillera. La aplicacion de esta fuente oxidante aumenté la geminacion durante la
incubacién de aquenios a altas temperaturas (en condiciones laboratorio) como asi
también mejord la emergencia a campo en comparacion con los aquenios no tratados.
Posiblemente el hipoclorito de sodio tenga algin efecto sobre las comunidades
microbianas del pericarpio.
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5.4. Aplicaciones futuras

La dormicion en girasol puede representar una limitacion para el establecimiento del
cultivo y cruzamiento entre plantas. En esta tesis se ahondo en las bases fisiologicas del
fendmeno de la dormicion en dos genotipos de girasol con dormicion impuesta por el
pericarpio, cuya expresion fue evidente a altas temperaturas de incubacion, y se
detectaron posibles puntos de accion para superar este problema. La dormicién impuesta
por el pericarpio en la linea endocriada fue posible de ser atenuada, en condiciones de
laboratorio, con agentes externos usualmente usados para dormicion embrionaria como
son etileno, giberelinas y fluridone.

Esta tesis, ademas, se propuso disefiar tecnologias para eliminar la dormicion a escala
industrial. Para ello, en una primera instancia se abordd este desafio utilizando un
agente oxidante como fue el hipoclorito de sodio en la linea endocriada. La dormicion
se pudo superar, en gran parte, acondicionando a los aquenios con este agente oxidante
Yy, a su vez, este acondicionamiento fue posible realizarlo incluso a escala industrial, con
mensurables beneficios a campo. El descubrimiento de que un tratamiento con
antibidticos (mezcla de fungicidas y bactericidas) aplicado a aquenios de la linea
endocriada y del hibrido comercial durante la incubacion a altas temperaturas,
terminaba la dormicién, también augura una tecnologia promisoria de aplicacion a
escala de industria semillera, al mismo tiempo que permite derivar algunas
recomendaciones practicas. Este tratamiento permitid reducir el consumo de oxigeno
por parte de las comunidades microbianas y, en consecuencia, aumenté la germinacién a
30°C. Este ultimo resultado conlleva a replantearse los tratamientos de semillas
comunmente utilizados en la industria. En girasol, estos tratamientos usualmente
incluyen fungicidas pero no bactericidas dirigidos especificamente a las bacterias. La
lucha largamente conocida entre hongos y bacterias implica la produccion de quimicos
toxicos naturales dirigidos el uno al otro. Si la produccién de antibidticos naturales
producidos por hongos es eliminada por la aplicacion de fungicidas (que son empleados
comUnmente en semillas comerciales) podria ocurrir un desequilibrio hacia la
proliferacion de bacterias, 1o que resultaria en una absorcion de oxigeno mas alta y
aumento de la dormicion a altas temperaturas a las cuales las bacterias se dividen mas
rapido. Por tanto, la opcion de curar las semillas en la industria semillera con una
mezcla de fungicidas y bactericidas parece promisoria para eliminar la dormicion a
escala industrial.

En conjunto, esta tesis contribuyd a dilucidar las bases fisioldgicas de la dormicién
impuesta por el pericarpio en girasol, desarrollo una evidente solucion aplicable a escala
industrial, que fue la utilizacion del hipoclorito de sodio, y, a su vez, plante6 la
posibilidad de aplicar un tratamiento de fungicidas y bactericidas durante el curado de
las semillas en la industria semillera. A partir de esta tesis pueden surgir nuevas lineas
de investigacion enfocadas en mejorar el disefio de estas tecnologias para que sean
adquiridas en la industria semillera de manera masiva.
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