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Cuadro 4. 1. Efecto de los cambios del CH (%) luego de un almacenaje prologado (16 meses) a 10
y 15°C. Se muestra la germinacion de aquenios a dos temperaturas de incubacion (10, 25°C),
almacenados a CH de 4% constantes durante 16 meses y luego, sobre una submuestra se modificé el
CH de 4 a 6% (almacenado durante 40 dias). Cada valor indica la media £ EE (n=3). .................. 154
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Fig. 2. 6. Germinacion final (%) en funcion de los DDC para aquenios incubados a 25°C (lineas y
circulos llenos rojos) y a 10°C (lineas y cuadrados llenos azules), y para embriones incubados a 25°C
(linea punteada y circulos vacios rosas) y a 10°C (linea punteada y cuadrados vacios celestes). Cada
Fig. representa un genotipo y los recuadros punteados los grupos obtenidos mediante el AC del
experimento 2. Cada punto representa le media = su EE (N=3)......cccccoveiiiiiiiicceccc e 42
Fig. 2. 7. Modelado de la fraccién germinativa (linea llena) de la poblacion de aquenios en el rango
térmico de incubacidn para diferentes genotipos del experimento 1 (AAL, silvestre; 1579, cultivado
con TI; 609, cultivado sin TI). Se ven representadas dos situaciones: niveles intermedios (0/30 DDC,
lineas azules) y bajos de dormicién (90/150 DDC, lineas rojas). Los valores de la temperatura media
del limite inferior [Ti(50)] y la temperatura media del limite superior [Ts(50)] se muestran con lineas
punteadas verticales y los desvios estandar (6) como la amplitud de la "campana" (curvas punteadas).
El modelo se elaboré a partir de la metodologia sugerida por Batlla y Benech-Arnold (2015),
WASHITANT (L987)....ueeeeiiecie ittt sttt s be b e be s be e st e s beeseesbeete e besbeeseentesreeneenreans 43
Fig. 2. 8. Evolucion del porcentaje acumulado de germinacion de aquenios en funcion del tiempo de
incubacion (d) para tres genotipos del experimento 1 (AAL, 1579 y 609). Se muestra la germinacion
simulada (simbolos llenos) y observada (simbolos vacios) para frutos incubados a 10, 15, 20, 25y
30°C y presentando niveles contrastantes de dormicion (niveles intermedios -cuadrados- y bajos -
circulos-) asociados con diferentes tiempos de almacenaje (0y 90 DDC para el 609, y 30 y 150 DDC
L L RS Ae A AV A ) TSP 45
Fig. 2. 9. Respuesta a ABA exo6geno para diferentes genotipos. AAL (silvestre, diamantes llenos),
1579 (cultivado con TI, circulos llenos), HA89 (cultivado, triangulos vacios) y 600 (cultivado,
cuadrados vacios) del experimento 3 (ver dinamicas Fig. S. 2.2). Germinacion de aquenios (fondo
gris) y semillas en agua destilada, semillas en soluciones ABA 5y 50 uM (a 10 y 30°C) a cosecha (0
DDC) y en diferentes tiempos durante el almacenaje postcosecha (30, 60 y 90 DDC). Cada punto
representa lamedia (N=3) £ SUEE. ..o 46
Fig. 2. 10. Asociacién entre la germinacién final de los aquenios y la germinacion de semillas en
ABA durante la cosecha y durante el almacenaje postcosecha, incubados a dos temperaturas (30 y
10°C; Ay B, respectivamente). La incubacion de las semillas corresponde a una soluciéon de ABA
con concentracion 5 uM. Los genotipos analizados fueron AAL (cuadrados llenos), 1579 (diamantes
llenos), HA89 (circulos vacios) y 600 (triangulos vacios) del experimento 3. Cada punto representa
la media (n=3) y se muestra el factor de determinacion (R?) y correlacion de Pearson (r; a=0.05). .47

Fig. 3. 1. Esquema simplificado de tipos de herencia que pueden presentar los aquenios (A, B, C, D,
G): Dominancia por alelos de un parental sobre el otro (A, B), dominancia incompleta (C) y herencia
materna (D). En esta Ultima, los embriones aislados pueden presentar dos tipos de fenotipos, (E)
donde ambas cruzas se asemejan al parental materno debido a herencia materna tipo citoplasmatica o
(F) que el comportamiento de los aguenios sea independiente al de los embriones (F). Finalmente se
muestra un panel (G) con la dinamica de germinacion de aquenios enteros durante la post-cosecha:
genotipos de baja (A), alta dormicion (B) y termo-inhibicion (C) -en lineas llenas-. En caso de
observarse dominancia completa ambas cruzas se comportarian como uno de los parentales.
Alternativamente en presencia de dominancia incompleta ambos hibridos seran idénticas e
intermedias a los parentales (AxB, BxA) -lineas punteadas- y en caso de haber herencia materna, la
cruza se desplazaria hacia su parental materno (A y AxB, B y BxA). En caso de que la herencia
materna se dé por efectos citoplasmaticos los embriones aislados de los hibridos deberian parecerse
a su parental materno. En caso de que predomine una herencia materna asociada a las cubiertas (y no
exclusivamente al embridn), los embriones deberian mostrar un fenotipo similar entre si (pudiendo
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ser a lavez similar o intermedio a los parentales). Ademas, otro caso de presencia de termo-inhibicién
(herencia materna debido a cubiertas) y su expresion en el fenotipo de la cruza (CxA)................... 61
Fig. 3. 2. Evolucion de la germinacion final (%) durante la postcosecha (DDC) de los parentales 609
(circulos para dos fechas de floracion 1y 2), 1579 (cuadrados), HA342 (triangulos) y B123 (rombos).
Se observa la germinacion de aguenios, semillas y embriones (gréaficos de izquierda a derecha) a dos
temperaturas opuestas en el rango de incubacion (10 y 30°C, panel superior e inferior
respectivamente). Los datos corresponden al experimento 4 y cada punto representa la media + su EE
(T TSRS 71
Fig. 3. 3. Evolucidn de la germinacion final (%) durante la postcosecha (DDC) de los parentales e
hibridos reciprocos sobre aquenios, semillas y embriones (graficos de izquierda a derecha) a dos
temperaturas opuestas en el rango de incubacion (10 y 30°C, panel superior e inferior
respectivamente). Se muestran los tres sistemas de cruzas (A, 1579:609; B, HA342:609; C,
HA342:609). Los datos corresponden al experimento 4 y cada punto representa la media = E.E. (n=3).

Fig. 3. 4. Respuesta a ABA exo6geno para los parentales y sus cruzas reciprocas sobre los 3 sistemas
de cruzas (A, 1579:609; B, 1579:609; C, HA342:609). Germinacion final de aquenios (sombra gris)
y embriones en agua destilada, y de embriones en soluciones de ABA 5y 50uM (a 30°C) y Fluridone
+ ABA 1, 5 uM (a 10°C) a cosecha (0 DDC) y durante la postcosecha (30 y 75 DDC). Para los
ensayos de cosecha y 30 DDC, las incubaciones en ABA se combinaron con Fluridone 100 uM. A
los 75 DDC las incubaciones en ABA no incluyeron Fluridone). Se muestran los tres sistemas de
cruzas (A, 1579:609; B, HA342:609; C, HA342:609). Los datos corresponden al experimento 4 y
cada punto representa la media £ SU EE (N=3). ....oooiiiiiii 77
Fig. 3. 5. Respuesta a GAs y etefdn exdgeno en los parentales y sus cruzas reciprocas sobre los 3
sistemas de cruzas (A, 1579:609; B, 1579:609; C, HA342:609). Germinacion de aquenios en agua
destilada y soluciones de GA3; 10 y 100 uM y etefén 50 uM, incubados a 30 y 10°C al momento de
cosecha (0 DDC) y durante la postcosecha (30 y 75 DDC). Se muestran los tres sistemas de cruzas
(A, 1579:609; B, HA342:609; C, HA342:609). Los datos corresponden al experimento 4 y cada punto
representa la media £ SU EE (NT3) ...ttt st 80
Fig. 3. 6. (A) Contenido end6geno de ABA en ejes embrionarios a cosecha (0 DDC, barras azules) y
en la postcosecha (150 DDC, barras azules) en los parentales de los sistemas de cruzas (609, 1579 y
HA342). Los valores corresponden a los ejes de aquenios “secos” (Sc) e incubados 24 h en agua
(H20), Fluridone 100 uM (Flu) y etefon 50 uM (Et) a 30°C. (B) Germinacion final de aquenios de
tres parentales, incubados en agua (barras celestes) y etefon 50 uM (barras verdes) a 30°C, en los dos
momentos donde se evaluaron los niveles endégenos de ABA (0 y 150 DDC). (C) Contenido
enddégeno de ABA en ejes embrionarios a cosecha (0 DDC: paneles 1, 3) y en la postcosecha (150
DDC: paneles 2, 4) en los parentales de los sistemas de cruzas HA342:609 (1, 2) y 1579:609 (3,4).
Los valores corresponden a los ejes de aquenios secos (-) e incubados 24 h en agua (+). En A, By C,
los datos corresponden al experimento 4 y cada barra muestra la media £ su EE (n=3). Letras distintas
representan diferencias estadisticamente significativas (P<0,05).........ccccorirnirniinniinnieneicseesenns 82
Fig. 3. 7. Respuesta a Fluridone, ABA, etefon y la combinacion de Fluridone, ABA y etefon en los
tres parentales utilizados: 609, 1579 y HA342. Fila superior: Germinacion final de embriones en
agua destilada (0, H20), soluciones con Fluridone (0) 100 uM en combinaciones con ABA 5y 50 uM
(5 y 50) junto a etefon 50 uM (50+Et). Fila inferior: Germinacién final de aquenios incubados en
agua destilada (H-0), ABA 50 uM (0), etefon 50 uM (Et) y ABA 50 uM junto a etefon 50 uM (+Et.50)
y 250 uM (+Et.250). Los ensayos de germinacion se realizaron a cosecha (0 DDC) y diferentes
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tiempos durante la postcosecha (30 y 75 DDC) a 30° de incubacion. Los datos corresponden al
experimento 5y cada punto representa la media £ SU EE (N=3).....cccooveiiiiiiiciececc e 85
Fig. 3. 8. Germinacion de aquenios (0, Ag.) y embriones en agua (0, Embrién) y embriones en ABA
0,5, (solo en el panel B) 5, 25 uM bajo una atmosfera de hipoxia (3% O, cuadrados) y atmosfera
normal (21% O, circulos) a 30° de incubacion en los tres parentales del experimento 5 (609 -azul-,
1579 —verde-, HA342 —rojo-). Los paneles A y B muestran las respuestas en distintos momentos
durante la postcosecha (40 y 100 DDC respectivamente). Cada punto indica la media £ su EE (n=3).
El panel C muestra la germinacion de aquenios en agua (H20) y etefon 50 uM (Et.) bajo una atmosfera
de hipoxia (3% O, barras rayadas) y normoxia (21% O, barras lisas). Cada barra indica la media +
su EE(n=3) y letras diferentes representan diferencias estadisticamente significativas (p<0,05)......87
Fig. 3. 9. Germinacion aquenios bajo una atmosfera de hipoxia (3% O, columnas a rayas) y atmosfera
normal (21% O, columnas rellenas) en dos parentales (609, HA342) y sus respectivas cruzas del
experimento 4 (609xHA342, HA342x609) a 30° de incubacion. Las determinaciones se realizaron a
los 75y 470 DDC. Los valores en porcentajes sobre las columnas indican los niveles de respuesta a
la hipoxia con respecto a la atmosfera normal. Cada columna indica la media £ su E.E. (75 DDC,
n=3; 470 DDC, n=2) y letras distintas representan diferencias estadisticamente significativas (p<0,05)

Fig. 3. 10. Biplot correspondiente a los dos primeros componentes principales (CP) de los parentales
evaluados (609, 1579, HA342, B123) e hibridos reciprocos (609x1579, 609xHA342, 609xB123,
1579x609, HA342x609, B123x609) del experimento 4. Las variables incluidas fueron espesor del
pericarpio (Esp.Per.), peso de mil de aquenios (P.Aq.), largo del aquenio (Largo), relacion pericarpio-
pepita (Per.:Pep), factor de termo-inhibiciéon (FTI), respuesta de embriones al ABA a 30° y 10°
(ABA.30, ABA.10), tiempo en alcanzar el 50% de germinacion durante la postcosecha a 30° y 10°
(Ts0.30, Ts0.10). Los genotipos se representan en puntos de colores segun el parental y en las cruzas
representan al parental que se comportd6 como madre (609, rojo; 1579, gris; HA342, verde; B123,
celeste). Las variables se representan mediante VECIOrES NEQIOS. ......ccveverreieeriesieeiiesieeiesre e e e e, 95
Fig. 3. 11. Evolucién durante el desarrollo de los aquenios (en DDF o R5.5) del contenido endégeno
de ABA en ejes embrionarios (panel A y B) y de la germinacion a 30°C de embriones aislados
(paneles C y D) en agua (simbolos y lineas llenas) y en ABA 5 uM (simbolos vacios y lineas
punteadas; incluyendo Flurocloridona 10 uM para reprimir la sintesis de novo en la incubacion) en
los parentales (609 -azul-, HA342 -rojo-, 1579 -verde-) de dos sistemas de cruzas (HA342:609 y
1579:609). Los momentos de muestreo representan distintos momentos del desarrollo de los frutos:
temprano (12-14 DDA y CH =76%), més cercano a madurez fisiologica (26 DDA y CH =54%) y
madurez de cosecha (HA342, 1579, 609) luego del secado del fruto a CH de 6-7% (representado por
el sombreado gris). Las flechas sobre el eje de las abscisas indican el momento en que se alcanzo la
madurez fisioldgica en cada parental. Los datos corresponden al experimento 4 y cada punto
representa la media £ SU EE (NT3). .o e 97

Fig. 4. 1. (A) Relacion entre el CH de las semillas y la HRe (denomina isoterma de sorcién de
humedad). Segin el modelo D'Arcy-Watt de las isotermas de sorcion, la curva completa (d) se
compone de tres subcomponentes principales. Los sitios de union fuerte (curva a), entre el 10y el 80-
90% de HR, la unién débil del agua (curva b) y con una HR alta (<80%), el CH aumenta de forma
pronunciada a medida que aumenta la HR (curva c). La suma de las contribuciones de estos
componentes da lugar a la isoterma de sorcion observada (curva d). Factores que modifican las
isotermas: (B) La composicion quimica de la semilla. Relacion entre el CH de la semilla'y la HRe
para semillas de varias especies con distinto contenido de aceite (arroz -2,2%-, sorgo -5%-, soja -
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20%-, lechuga -37%-, mani -58%-, tejo-71%-). (C) Efecto de la temperatura. Relacion entre el CH'y
la HRe para distintas temperaturas de almacenaje (5, 15, 25, 35, 45, 55°C). (D) Efecto de la histéresis.
El fendmeno de pérdida de agua de la semilla (curva de desorcién) difiere de la de ganancia (curva
de absorcion). Adaptado de Bewley et al. (2013)......ccccoviiiiieiiiiiie e 115
Fig. 4. 2. Esquema de métodos utilizados para alcanzar los CH objetivo para cada uno de los
experimentos (6, 7 y 8). Se observa que se parte de una muestra con un CH inicial (11-12%) al
momento de cosecha. En el experimento 6 (genotipo 1579 y 600) se procedid a llevar a 6% en
secadora, luego a 4% utilizando silica gel (desorcion), y a 8 y 10% a través de una camara con HR
100% (adsorcion). En el experimento 7 y 8 (genotipo 600) las muestras se obtuvieron a través de un
secado progresivo utilizando secadora (10, 8 y 6%) y silica (4%; desorcion). ..........cceevvrvenennn. 120
Fig. 4. 3. Contenido de humedad para los tratamientos de almacenaje. Las lineas punteadas
horizontales representan el valor de CH objetivo (4, 6, 8 y 10%) y cada punto representa el valor
logrado durante el almacenaje (media £ EE; n=3). Sobre el eje de las abscisas se muestran las distintas
TA (-18, 5, 10, 15, 20, 25y 30°C) a las cuales fueron almacenadas cada una de los CH y tratamientos
control: Sales saturadas (NaCl y K,COs) y con nitrégeno (N2). Se muestran 3 afios de experimentos
(6, 7y 8) y distintos momentos durante el almacenaje (DDA) sobre distintos genotipos: Experimento
6, 600 y 1579; experimento 7 y 8, 600. Los valores p tanto para interaccion y efectos principales se
MUESLran €N el CUAAID S. 4. L. ..o et e 129
Fig. 4. 4. Porcentaje final de germinacion de aquenios (circulos y lineas llenas azules), embriones
(cuadrados y lineas punteadas rojas) y embriones incubados en ABA 5uM (triangulos y lineas
naranjas) en funcion de la TA (-18, 5, 10, 15, 20, 25, 30°C) para distintos CH de los aquenios (4 -
AlLEM-, 6 -B,J,FN-, 8 -C,K,G,0-y 10% -D,L,H,P-). Ademas, se muestran dos temperaturas de
incubacion (10° -E,F,G,H,M,N,O,P- y 30°C -AB,C,D,I,J,K,L-) y dos momentos durante el
almacenaje (30 -A:H-y 70 DDA-I:P-) en el genotipo 600 del experimento 6. Las lineas punteadas de
interseccion sobre el eje “y” representan la germinacion de aquenios (lineas azules) y embriones
(lineas rojas) antes del almacenaje para cada CH. Cada punto representa la media £ EE (n=3). ...132
Fig. 4. 5. Porcentaje final de germinacion de aquenios (circulos y lineas llenas azules), embriones
(cuadrados y lineas punteadas rojas) y embriones incubados en ABA 5uM (triangulos y lineas
naranjas) en funcion de la TA (-18, 5, 10, 15, 20, 25°C) para distintos CH de los aquenios (CH 4% -
A lLE,M-, 6% -B,J,F,N-, 8% -C,K,G,0-y 10% -D,L,H,P-). Ademas, se muestran dos temperaturas de
incubacion (10°C -E,F,G,H,M,N,O,P- y 30°C -AB,C,D,1,J,K,L-) y dos momentos durante el
almacenaje (37 -A:H-y 77 DDA-I:P-) en el genotipo 1579 del experimento 6. Las lineas punteadas
de interseccion sobre el eje “y” representan la germinacion de aquenios (lineas azules) y embriones
(lineas rojas) antes del almacenaje para cada CH. Cada punto representa la media £ EE (n=3). ...136
Fig. 4. 6. Porcentaje final de germinacion de aquenios (circulos y lineas llenas azules), embriones
(cuadrados y lineas punteadas rojas) y embriones incubados en ABA 5uM (triangulos y lineas
naranjas) en funcion de la TA (5, 10, 15, 20, 25°C) para distintos CH de los aquenios (4 -A,l,E,M-, 6
-B,J,F.N-, 8 -C,K,G,0-y 10% -D,L,H,P-). Ademas, se muestran dos temperaturas de incubacién (10°
-E,F,G,H,M,N,O,P- y 25°C -AB,C,D,I,J,K,L-) y dos momentos durante el almacenaje (30 -A:H-y
70 DDA-1:P-) en el genotipo 600 del experimento 7. Las lineas punteadas de interseccion sobre el eje
“y” representan la germinacion de aquenios (lineas azules) y embriones (lineas rojas) antes del
almacenaje para cada CH. Cada punto representa la media £ EE (N=3). .....ccccoovviieiiiiiiniecene 138
Fig. 4. 7. Porcentaje final de germinacion de aquenios incubados a 10° (cuadrados y lineas azules) y
25° (circulos y lineas rojas) en funcion de la TA (-18, 5, 10, 15, 20, 25°C) para distintos CH de los
aquenios (4 -AE,l-, 6 -B,J,F-, 8 -C,K,G- y 10% -D,L,H-). Ademas, se muestran tres momentos
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durante el almacenaje (30 -A,B,C,D-, 60 -E,F,G,H- y 100 DDA -1,J,K,L-) en el genotipo 600 del
experimento 8. Cada punto representa la media = EE (n=3). ............ iError! Marcador no definido.
Fig. 4. 8. Tasa de SD relativa (TSDR) de los aquenios durante el almacenaje segun la TA (5, 10, 15,
20, 25 y eventualmente -18, 30°C) y el CH (4 -A\E,|,M-, 6 -B,F,J,N-, 8 -C,G,K,0-y 10% -D,H,L,P-
). Las lineas representan las temperaturas de incubacién a 25/30°C (circulos llenos) y 10°C (cuadrados
vacios). Los datos muestran dos genotipos realizados durante el experimento 6 (600 -A:D-y 1579 -
E:H-), 7 (600 -1,J,K,L-) y 8 (600 -M,N,O,P- ). Cada punto representa el valor estimado corresponde
a la germinacion lograda por el 50% de la poblacion de frutos, relativizado al tratamiento que arrojo
Bl MAXIMO VAIOT. ..ottt st et et et e e e eseasentesteneenae e 139
Fig. 4.9. A) Porcentaje final de germinacion (GF) de aquenios incubados en agua destilada en funcion
de la germinacidn final de embriones aislados incubados en ABA 5 uM a 25°C, en dos momentos de
almacenaje (30 y 70 DAS). B) Porcentaje final de germinacion (GF) de aquenios incubados en agua
destilada a 25°C en funcion del contenido de ABA enddgeno en ejes embrionarios disecados a los 70
DAS, tanto en aquenios secos (simbolos llenos) e incubados 24h en agua (simbolos vacios). Cada
punto representa la media £ E.E. del tratamiento combinado de CH (4, 6, 8, 10%) y TA (5, 15, 25°C)
de los datos del genotipo 600 en el experimento 7. Se muestran el coeficiente de determinacion (R?),
el coeficiente de correlacion de Pearson (1) Y €l Valor P. ..o 141
Fig. 4. 10. Mediciones de oxigeno relativo a la atmosfera normal (21%) en funcién de la TA, para
cuatro CH de aquenios (4% -circulos y lineas rojas-, 6% -cuadrados y lineas rosas-, 8% -triangulos y
lineas celestes- y 10% -rombos y lineas azules-). Ademas, se muestran los controles de hipoxia (+Na)
con CH de 6 y 8% (cuadrados y circulos vacios respectivamente) a 5y 25°C. Las determinaciones se
realizaron en dos genotipos (600 y 1579) del experimento 6, en dos momentos durante el almacenaje
(30-37 y 70-77 DDA). Cada punto representa la media = E.S. (n=3). Las interacciones entre factores
resultaron ser estadisticamente significativas (<0,0001***) para ambos tiempos y genotipos. ......143
Fig. 4. 11. Porcentaje final de germinacion de aquenios y embriones, en aquenios almacenados en
normoxia (21% O-) y anoxia (=100% N3), con distintos CH (6 y 8%) y TA (5 y 25°C). Se muestran
dos temperaturas de incubacién (10 y 30°C) en los genotipos 600 y 1579 del experimento 6, a los 70
y 77 DDA respectivamente. Cada barra representa la media £ EE (N=3)......ccccceveviiivicveieciecnee, 145
Fig. 4. 12. Pocentaje final de germinacion de aquenios, embriones en agua destilada y ABA 5uM,
donde los aquenios se almacenaron con distintos CH (4, 6, 8 y 10%) y dos TA (5 y 25°C), bajo
condiciones de normoxia (21% O-) y anoxia (100% N3). Se muestran los resultados luego de 70 DDA
bajo dos condiciones de incubacion (10 y 25°C). Cada barra representa la media + EE (n=3). Los
asteriscos muestras diferencias significativas entre control y anoXia. ..........ccoceeeeevvniiniinenenenenns 146
Fig. 4. 13. Porcentaje final de germinacién de aquenios luego de 200 DDA en el genotipo 600
(experimento 6) para los tratamientos de almacenaje incubados en agua destilada a 10°C (E1, barras
celestes). Germinacion luego transferir aquenios remanentes placas con etefon (E2, barras verdes).
Los puntos muestran los valores de conductividad eléctrica (CE, en uS/cm.g.) a los 70 DDA. Los
resultados de ANOVA para CE no arrojaron interaccion significativa entre factores, siendo el CH el
que tuvo mayor significancia (p<0.001*** vs. TA P=0.012%). ....ccceoriiririiiiiiieieesese e 148
Fig. 4. 14. Peso fresco de plantulas (mg) en funcién de la TA (°C) en los 4 CH evaluados
(representados en los recuadros) a los 200 DDA. Los asteriscos representan tratamientos que fueron
transferidos a etefon (E2, luego de haber incubado en agua destilada-E1-) a 10°C, y las flechas
representan aquellos con falta de germinacion (o presencia de plantulas anormales). Las barras
representan 1a Media £ SU EE. ... e 149
Fig. 4. 15. Niveles de malondialdehido (mg MDA/ g ejes embrionarios) para tratamientos bajos
distintos CH (4, 6, 8 y 10%) y TA (5-25°C) determinados a los 70 DDA en el genotipo 600 del
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experimento 7. Cada barra representa la media + E.E. (n=3). Los resultados de ANOVA no arrojaron
interaccién significativa entre factores, siendo los efectos de ambos factores (CH y TA) significativos
(IR 02001 e TR SO 150
Fig. 4. 16. Porcentaje final de germinacién de aquenios incubados 10 y 25°C, almacenados a 20°C
con distintos CH constantes (6, 8 y 10%). Las determinaciones se realizaron en distintos momentos
comenzado el almacenaje (DDA). Avanzado el almacenaje (39 DDA), se muestran los tratamientos
de reversion en los CH (6 a 10%, 8 a 6% y 10 a 6%), y su correspondiente porcentaje de germinacion
luego del cambio en el CH (39 DDA, indicado con flecha negra) y luego de un periodo de almacenaje
(60Y 100 DDA .. eeteieieiteie ettt sttt sttt se ettt et R e R e R R r e te Rt et eneereane e 152
Fig. 4. 17. Modelo de TSDR y la TDR para la combinatoria de tratamientos de CHy TA en el genotipo
600 del experimento 8, en funcion de la HRe (%, panel A) y yw (MPa, panel B). Cada punto de TSDR
representa el valor estimado a partir de los modelos de salida de la Fig. S 4.6. para 10° (cuadrados
azules) y 25°C de incubacion (circulos rojos). Los puntos negros indican los tratamientos de -18°C.
Se muestra sobre algunos puntos una leyenda indicando la combinatoria de tratamientos (CH-TA).
Las funciones exponenciales de TDR se muestran en lineas punteadas para cada TA (5, 10, 15, 20 y

Fig. 5. 1. Modelo conceptual esquematico del control de la dormicidn en aquenios de girasol,
generado a partir de los datos obtenidos en esta tesis. Se muestran los mecanismos fisiologicos
implicados en la regulacion de los fenotipos de dormiCion. ...........coveivirninnineinee e 175
Fig. 5. 2. Modelo conceptual esquematico de la herencia de la dormicién en aquenios de girasol, y
los mecanismos fisioldgicos implicados en la regulacion del fenotipo. El esquema fue generado a
partir de los datos obtenidos en esta tesis (Capitulo 2y 3).....ccvviiiiiiiieiecese e 177
Fig. 5. 3. Esquema conceptual de la velocidad de SD primaria en frutos de girasol en funcién de la
HRe a partir de los resultados del capitulo 4. Se muestra la SD de aquenios, embriones y sensibilidad
de embriones al ABA en una primera zona de HRe intermedias que conforma una zona (1) de
almacenaje seguro y SD 6ptima. Luego en HRe altas se muestra una zona de SD poca segura (2)
debido al aumento pronunciado de procesos de deterioro. El panel inferior muestra un esquema de
las relaciones de sorcidn entre el CH y la HRe en frutos de girasol para dos situaciones térmicas de
almacenaje. Luego se detallan factores que pueden modificar esta relacion de sorcion (p. ej. contenido
de aceite del fruto, histéresis, Morfologia). .......c.ccociiiiiiiiii e 183
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RESUMEN

Los frutos de girasol (Helianthus annuus L.) pueden presentar altos niveles de dormicion a
cosecha, los cuales se atentian progresivamente durante la postcosecha. El nivel de dormicion
a cosecha depende del genotipo y del ambiente materno, mientras que la dindmica posterior
puede modularse por el ambiente de almacenaje. Trabajos previos sugerian la existencia de
variabilidad intraespecifica para los principales atributos (expresion en el rango térmico,
persistencia) y el aporte relativo de las estructuras (cubiertas, embrion) a la dormicion. El
estudio de la variabilidad intraespecifica se abordé mediante el fenotipado de un panel de
genotipos y la identificacion de grupos funcionales. La variabilidad observada se interpreto
como resultado de la superposicion de dos mecanismos con relevancia opuesta en el rango
térmico y con intensidad variable entre genotipos: la dormicion expresada a bajas
temperaturas (DEBT), y la termoinhibicion (TI). La sensibilidad del embrién al acido
abscisico (ABA) vari6 entre genotipos y se relaciono positivamente con la DEBT y la TI,
apoyando que ambas respuestas comparten esta via regulatoria. Luego, se seleccionaron
lineas contrastantes para la DEBT y Tl y se realizaron cruzamientos reciprocos para
determinar los patrones de herencia en la F1. El fenotipo de dormicion estuvo principalmente
definido por el genotipo del cigoto. La herencia de la T1 fue exclusivamente por via materna,
aunque su transmision a la F1 dependié del parental con TI, resaltando la interaccion entre el
embrion y las cubiertas. El rol de las cubiertas en la Tl se asocié con un aumento de la
sensibilidad al ABA a través de una restriccion al ingreso de oxigeno (Oz). Contrario a lo
esperado, los niveles enddgenos de ABA se asociaron inversamente con los niveles de
dormicidn de las lineas parentales, destacando la importancia de la sensibilidad del embrién

al ABA (y no del metabolismo) detras de las diferencias genotipicas. Finalmente se evalu6



XXV

la modulacion de la dindmica de salida de la dormicion (SD) entre cuatro niveles de contenido
de humedad (CH; 4 a 10%) y temperatura de almacenaje (TA; -18 a 30°C), observando una
fuerte interaccion entre ambos factores. Los tratamientos de CH 6% y TA intermedias
promovieron las mayores tasas de SD. La SD se inhibié con CH bajos (4%) y hacia TA
menores, pero también se retrasé con valores de CH altos (8-10%) combinados con TA
crecientes. En todos los casos la respuesta germinativa de los frutos se asocié con la
sensibilidad de embriones al ABA. Los valores de tasa de SD se modelaron en funcion de la
humedad relativa de equilibrio (HRe) de cada tratamiento, resaltando cuatro zonas de
respuesta en torno a tres valores umbral. Esta tesis contribuye al conocimiento de los
mecanismos de dormicion en girasol, resultando de utilidad para la produccion de semilla

hibrida, en procesos de mejoramiento y manejo postcosecha.

Palabras Clave: Variabilidad genotipica, nivel de dormicién, DEBT, TI, Herencia, ABA,

almacenaje, CH, TA, SD.
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ABSTRACT

Dormancy in sunflower (Helianthus annuus L.) achenes:

intraspecific variability and physiological mechanisms.

Sunflower (Helianthus annuus L.) fruits can exhibit high dormancy levels at harvest.
Dormancy is progressively attenuated during post-harvest, but the time of dry storage
required to become non-dormant may vary from a few weeks to several months. Dormancy
level at harvest depends on the genotype and the maternal environment, while the release
dynamics may also be influenced by the storage environment. Previous work suggested the
existence of intraspecific variability for the main attributes (thermal range expression,
persistence) and the relative contribution of fruit structures (coats, embryo) to dormancy. The
study of intraspecific variability was approached by phenotyping a set of genotypes and
identifying functional groups. The observed variability was interpreted as the result of two
overlapping mechanisms with opposite relevance on the thermal range and with variable
intensity between genotypes: low-temperature expressed dormancy (DEBT), and thermo-
inhibition (TI). Embryo sensitivity to abscisic acid (ABA) varied between genotypes and was
positively related to DEBT and TI, supporting that both responses share this regulatory
pathway. Contrasting lines were selected for DEBT and TI, and reciprocal crosses were
made to determine inheritance patterns in F1. The dormancy phenotype of hybrid achenes
was mainly defined by the zygote genotype. Thermoinhibition was maternally inherited,
although its transmission to F1 depended on the TI parent, highlighting the existence of an
interaction between embryo and coats. The role of the coat in T1 was related to the imposition

of hypoxia (by restricting gas exchange) and the enhancement of embryo sensitivity to ABA.
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Contrary to expectations, endogenous ABA levels correlated negatively with dormancy
levels of parental lines, highlighting the importance of embryo sensitivity to ABA (and not
metabolism) behind different dormancy phenotypes. The effect of moisture content (CH) and
temperature (TA) on dormancy release (SD) dynamics during post-harvest was investigated
with four CH (4-10%) and six TA (-18°C to +30°C). A strong interaction was observed.
Storage with CH 6% in combination with intermediate TA promoted the highest rates of
dormancy release. Dormancy release was inhibited at low CH (4%) and towards lower TA
but was also delayed at high CH values (8-10%) combined with increasing TA. In all cases,
fruit germination response was associated with embryo sensitivity to ABA. SD rate values
were modelled as a function of equilibrium relative humidity (HRe) for each treatment,
showed four response zones around three threshold values. This thesis contributes to the
understanding of dormancy responses and mechanisms in sunflower achenes. Information
will prove useful to solve issues regarding the excess of dormancy along breeding

programmes and during hybrid seed production and post-harvest management.

Keywords: Genotypic variability, dormancy level, low-temperature expression dormancy
(DEBT), thermo-inhibition (TI), Inheritance, abscisic acid (ABA), storage, moisture content

(CH), storage temperature (TA), dormancy release (SD).






Capitulo 1: Introduccion general a la problematica de la
dormicion en girasol.

1.1.  Introduccion general.
La dormicion primaria impide la germinacion prematura de las semillas durante su

desarrollo. En especies silvestres, la dormicion también bloguea la germinacion anticipada
de la semilla madura permitiendo que actden los mecanismos de dispersion, y finalmente
restringe la germinacion a aquellos ambientes més favorables para el establecimiento de la
plantula (Benech-Arnold, et al., 2000). Aunque en especies silvestres la dormicion tiene un
claro valor adaptativo (Karssen, 1982; Batlla y Benech-Arnold, 2010), en especies de uso
agricola una dormicion prolongada mas all4 del momento de cosecha puede ser una
caracteristica indeseada, ya que altos niveles de dormicion pueden afectar la emergencia de
un nuevo cultivo (Rodriguez et al., 2012; Benech-Arnold et al., 2012) siendo la fase de
establecimiento una etapa critica para la maximizacion de los rendimientos de grano (Finch-
Savage y Bassel, 2015). Para el caso del girasol, la obtencion de aquenios con una dormicion
prolongada durante la postcosecha dificulta las tareas de procesamiento, aumenta los costos
de produccién e impide su rapida utilizacién como semilla, tanto en el mercado interno como
en la produccion para mercados en contra-estacion (Bodrone et al., 2017). EI proceso de
domesticacion disminuyd los niveles de dormicidn en muchas especies cultivadas, como p.
ej., los cereales (Barrero et al., 2012; Rodriguez et al., 2015). En trigo, cebada y sorgo, la
seleccién en contra de la dormicion fue tan extrema que son frecuentes genotipos donde los
granos pueden germinar antes de ser cosechados (brotado precosecha) como resultado de
bajos niveles de dormicion y la ocurrencia de lluvias a campo. El brotado precosecha

ocasiona la pérdida de viabilidad y/o menor longevidad potencial de las semillas, con



pérdidas en la produccion de semilla para siembra, y también alterando la calidad de los
granos (Lunn Major et al., 2001; Gualano et al., 2014; Rodriguez et al., 2015). Sin embargo,
en girasol, esta disminucién ha ocurrido parcialmente (Radanovi¢ et al., 2018; Smith, 2006),
existiendo una importante variabilidad intraespecifica para este caracter (Subrahmanyam et
al., 2002; Maiti et al., 2006; Vujakovi¢ et al., 2012). La “semilla” de girasol es en realidad
un fruto denominado cipsela o aquenio de ovario infero (de aqui en mas, nos referimos como
aquenio). Al momento de cosecha, los aquenios presentan un grado variable de dormicién,
el cual puede depender del genotipo en interaccion con el ambiente de cultivo (“efecto
materno”). Estudios previos mostraron que fechas de siembra tempranas y mayores
temperaturas durante el desarrollo de los frutos resultan en mayores niveles de dormicion al
momento de cosecha (Fonseca, 2000; Rodriguez et al., 2003; Bodrone, 2014; Pizzorno et
al., 2015; Bodrone et al., 2017; Pizzorno, 2021). Esta respuesta a la fecha de siembra se
confirmé recientemente (en paralelo a esta tesis) a un rango mas amplio de genotipos
(Riveira Rubin et al., 2021). Trabajos previos con girasol sugerian la existencia de
diferencias en los patrones de expresién de la dormicién dentro del rango térmico de
incubacién (inhibicion de la germinacion a altas o a bajas temperaturas; Corbineau et al.,
1990; Gay et al, 1991), asi como diferencias en cuanto a la participacion del embrién y de
las cubiertas del fruto (cubierta seminal —testa y endosperma- y pericarpio) en el
mantenimiento de la dormicion. En conjunto, estos trabajos reportados en la bibliografia
sugerian la existencia de una variedad de mecanismos en los genotipos analizados. La falta
de informacion consistente con respecto a los mecanismos implicados en el control de la

dormicion en girasol también dificulta predecir la herencia del caracter dormicion dentro de



un programa de mejoramiento, o el desarrollo de tratamientos estandarizados o préacticas de

manejo postcosecha para remover la dormicion de lotes de aquenios dormidos.

1.1.1. Componentes estructurales de la Dormicidn
El fruto maduro de girasol estd compuesto por un embrién en cuyos cotiledones se

almacenan las reservas. A su vez, el embridn estd rodeado por una capa de células de
endosperma (formada por una capa de células vivas), la testa (formada por varias capas
de tejido muerto, de origen materno) y finalmente el pericarpio (Fig. 1.1). La suma de

estas estructuras que rodean al embrion se denomina “cubiertas” (Esau, 1977).

Las cubiertas pueden imponer una restriccion mecanica para la expansion del embrién
en algunas especies (p. ej., el endosperma micropilar en solanaceas y Arabidopsis) o
impedir el ingreso de agua en otras (por ej., dormicion fisica en fabaceas). Sin embargo,
las cubiertas también pueden imponer una restriccion fisiologica al embridn a través de

la regulacion del intercambio de compuestos solubles y gaseosos entre la semilla 'y el

Fig 1. 1. Esquema e imagenenes de una diseccion longitudinal de un aquenio de girasol,
mostrando el pericarpio o cascara (Pe), cubierta seminal (CS), embrién (e) y su correspondiente
eje (ej). Debajo se muestra un esquema e imagen de un corte de la regidén ecuatorial del
pericarpio indicando la epidemis y la hipodermis (e+h), parénquima medio (PM), capas
internas comprimidas (ci) y radios parenquimaticos (r). Esquema extraido de Lindstrom et al.
(2007) e imaaenes tomadas de esta tesis.



medio, o la presencia de inhibidores en las cubiertas (Bewley y Black, 1994). La
dormicién impuesta por cubiertas es comin a muchas especies con dormicion
fisiologica, y se pone en evidencia cuando los embriones aislados germinan mientras
que la semilla entera (o el fruto) no lo hace (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006). La
estructura que impone restriccion puede variar segun la especie, como puede observarse
en Lactuca sativa (endosperma), Sinapis arvensis (testa) y Betula pubescens (pericarpo).
Algunos ejemplos de especies con dormicion “embrionaria” son Acer saccharum, Avena
Fatua y Pyrus Communis (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006). En funcién del
momento de desarrollo y de post-maduracion, los frutos de girasol pueden presentar
dormicion impuesta por el embrién y/o impuesta por las cubiertas (Le Page-Degivry et al.,
1990, 1996; Le Page-Degivry y Garello, 1992; Brunick, 2007). En este ultimo caso, la
dormicidn puede estar impuesta por la cubierta seminal “verdadera”, por el pericarpio o por
ambas estructuras a la vez. La cubierta seminal incluye la testa y una fina capa de
endosperma o aleurona, semejante a la que existe en semillas de Arabidopsis y la cual cumple
una funcién crucial en el control hormonal de la dormicion en esa especie (Bethke et al.,

2007; Lee et al., 2010).

En el girasol, durante estadios tempranos de desarrollo del fruto la dormicidon esta
principalmente impuesta por las cubiertas, mientras que la dormicién embrionaria aumenta
progresivamente hacia mediados del desarrollo donde es maxima y luego disminuye en el
grano maduro. Asi, la profunda dormicion que los granos de girasol presentan al momento
de cosecha resulta de la coexistencia de dormicién impuesta por las cubiertas, y de un
remanente de dormicion embrionaria (Le Page-Degivry, et al., 1990; Le Page-Degivry y

Garello, 1992; Brunick, 2007). La dormicién embrionaria generalmente se pierde durante



las primeras semanas del almacenaje, mientras que la dormicion impuesta por las cubiertas
persiste por mas tiempo y puede llegar a requerir varios meses para revertirse (Bianco et al.,
1994). Aun no se conoce con exactitud qué caracteristicas anatomicas y bioquimicas del
pericarpio y de la cubierta seminal estan implicadas en la regulaciéon de la dormicion en
girasol. Tampoco se conocen en detalle cual es el mecanismo por el cual las cubiertas inhiben
la germinacion del embrién, aunque se ha propuesto que se asocia con la restriccion al
ingreso de oxigeno (O2), especialmente durante la incubacién a altas temperaturas

(Dominguez et al., 2019).

1.1.2. Concepto de nivel de dormicién y rango térmico de incubacién
La presencia de dormicion se manifiesta como la ausencia de germinacion de semillas

viables en condiciones de incubacion que, en ausencia de dormicién, serian adecuadas para
la germinacion. La dormicion puede ser “absoluta” y entonces la germinacion es nula en
todas las condiciones de incubacion. La dormicion puede ser “relativa” y en ese caso se
manifiesta en algunas condiciones ambientales. A medida que la dormicién se atenda, el
rango de condiciones ambientales permisivas para la germinacion se va ampliando hasta
finalmente ser el maximo posible para el genotipo. Esta expresion de la dormicion depende
mayoritariamente de las condiciones ambientales durante la imbibicion de la semilla (Hoang
et al., 2014), principalmente de la temperatura de incubacion (Vegis, 1964). En algunas
especies (por ejemplo, anuales de verano como el sorgo, maiz) la dormicion se expresa a
bajas temperaturas de incubacion (las semillas germinan s6lo a altas temperaturas, por
ejemplo, 20-35°C), mientras que en otras (por ejemplo, la cebada y el trigo) se expresa a
altas temperaturas (las semillas germinan sélo a bajas temperaturas, por ejemplo, 10-15°C;

Batlla y Benech-Arnold, 2015). La expresion de la dormicion a lo largo del rango térmico



también depende del nivel de dormicidn de las semillas. Durante el almacenaje en seco, a
medida que se atenla la dormicion de las semillas, se amplia el rango térmico permisivo
para la germinacion (Vegis, 1964; Batlla y Benech-Arnold, 2015). En los girasoles
cultivados, la expresion de la dormicion puede aumentar hacia temperaturas bajas de
incubacién (es decir, 10-15°C; Bodrone et al., 2017), hacia las temperaturas altas de
incubacién (por encima de 20-25°C; Dominguez et al., 2019), o hacia ambos extremos
(Corbineau et al., 1990). Esto produce un patron de respuesta positiva, negativa o bimodal
para la germinacion a lo largo del rango térmico (Fig. 1.2 B). Corbineau et al. (1990)
propusieron que la expresion de la dormicion a bajas temperaturas esta relacionada con la
dormicion del embrion, que se pierde generalmente en las primeras semanas después de la
cosecha (Bodrone et al., 2017). Por el contrario, la expresion de la dormicion a altas
temperaturas (es decir, 25-30°C) es impuesta por las cubiertas y puede persistir durante mas
tiempo, y en algunos genotipos no se pierde durante el almacenamiento en seco postcosecha
(Dominguez et al., 2016, 2019) (Fig. 1.2 A). De hecho, en algunos genotipos de girasol, la

inhibicion de la germinacion a temperaturas de incubacion superiores a 25°C cumple la
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Fig 1. 2. Efecto de la temperatura de incubacion sobre el porcentaje final de germinacion (A)
para aquenios (1), semillas (2) y embriones (3) al momento de cosecha, y (B) en aquenios de
girasol recién cosechados (1) y almacenados en seco a 20°C durante un mes (2), 2 meses (3) y
6 meses (4) (Corbineau et al., 1990).



definicion de termo-inhibicion (T1), propuesta por Hills y Van Staden (2003). La T1 se define
como la incapacidad de las semillas para germinar a altas temperaturas, aunque la
germinacion se produce inmediatamente cuando las semillas se transfieren a una temperatura
mas baja. Esto no es lo mismo que la termo-dormicién que se produce a temperaturas ain
més altas (40-45°C) y no se invierte inmediatamente al transferir los aquenios a una

temperatura mas baja (Corbineau et al., 1990).

1.1.3. Control fisiologico de la dormicion del aquenio, regulaciéon hormonal y su
interaccion con las cubiertas.
El girasol posee una dormicion de tipo fisiolégica donde a pesar de que el embrién se

encuentra totalmente desarrollado y sus cubiertas son permeables al agua, la habilidad de
germinar depende de cambios quimicos y fisiolégicos (Baskin y Baskin, 1994). La
dormicion de semillas de un gran nimero de especies se encuentra mediada por las hormonas
acido abscisico (ABA) y giberelinas (GA) (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006; Bianco
et al., 1994). EI ABA promueve la induccion y expresion de la dormicion mientras que las
GA promueven la germinacién (Bewley, 1997). En girasol (asi como en otras especies) la
sintesis de ABA durante el desarrollo impone dormicién (Conti et al., 2004) mientras que
en el fruto inmaduro y embebido es un requisito para el mantenimiento de la dormicién (Le
Page-Degivry et al., 1990, 1996; Le Page-Degivry y Garello, 1992; Conti et al., 2004). La
sintesis de novo de ABA en el eje embrionario tiene un papel central en la dormicion
embrionaria en girasol, y si esta sintesis se bloquea (por €j., con Fluridone), se promueve la
germinacion de embriones dormidos (Le Page-Degivry et al., 1990, 1996; Le Page-Degivry
y Garello, 1992). A medida que los frutos post-maduran en seco, se ha reportado que esta
capacidad de sintesis de ABA se pierde junto con la dormicion embrionaria. También, las

GAy el etileno agregado al medio promueven la germinacion de frutos dormidos de girasol



(Bianco et al., 1994; Corbineau et al., 1990, 2014; Lee et al., 2010; Rodriguez et al., 2018;

Seiler, 1998).

Para abordar los mecanismos de dormicién fisioldgica que operan en el fruto de girasol,
hay que considerar la accion integrada de las partes del fruto (cubiertas, embridn) y de
las hormonas que controlan la germinacion. Dentro de este esquema, las cubiertas
podrian reprimir el crecimiento del embridn i) mediante el aporte directo de compuestos
inhibidores desde las cubiertas hacia el embridn, o ii) limitando el intercambio de

compuestos solubles y/o gaseosos entre la semilla 'y el medio (Bewley y Black, 1994).

Por un lado, las cubiertas podrian aportar compuestos inhibidores (p.ej. ABA) al
embrion dentro del fruto embebido. Esta posibilidad ain no fue explorada en girasol.
Sin embargo, en semillas de Arabidopsis thaliana (donde la dormicion esta impuesta
por la cubierta seminal) se observo que la aleurona sintetiza y secreta ABA hacia el
embrién, reprimiendo su germinacion (Bethke et al., 2007; Lee et al., 2010; Kang et
al., 2015). Alternativamente, las cubiertas podrian promover la sintesis de ABA en el
embrion durante la incubacion del fruto entero. Este, y otros posibles cambios en el
metabolismo/sefializacion hormonal (que impactan en la dormicidn) podria estar dado
a traves del control de los niveles de O2 en el embridn dentro del fruto embebido

(Rodriguez et al., 2015).

A partir de la imbibicion de la semilla los niveles de O debajo de las cubiertas
disminuyen rapidamente como consecuencia de la reactivacion del metabolismo y la
baja permeabilidad de las cubiertas al Oz (Rolletschek et al, 2007; 2009). La
disponibilidad de Oz en el embrion podria afectar de manera directa al metabolismo

hormonal, ya que participa como sustrato en reacciones de oxidacidn por enzimas como



la ABA 8 hidroxilasa (inactivacion de ABA), ACC oxidasa (sintesis de etileno) y varias
enzimas que intervienen en la sintesis de GA. Una funcidn similar para las cubiertas se
ha propuesto en semillas dormidas de Arabidopsis (Debeaujon et al., 2000; Bethke et
al., 2007; Lee et al., 2010; Kang et al., 2015) y cariopses de cebada (Lenoir et al.,
1986; Benech-Arnold et al., 2006). Sin embargo, en girasol, no se observaron
diferencias en los niveles de ABA enddgeno en semillas (sin pericarpio) incubadas en
5% y 21% de O (Dominguez et al., 2019). Recientemente se ha descripto en
Arabidopsis y cebada una via de censado de Oz y 6xido nitrico (N-End Rule Pathway)
involucrada en respuestas a estrés abiotico (anegamiento, sequia) y también en el
control de la germinacion (Holman et al., 2009, Gibbs et al., 2011, 2014; Mendiondo et
al., 2015). Esta via de sefializacion afecta la actividad de factores de respuesta a etileno
(ERFVII) y estos a su vez interfieren con reguladores de la sefializacion del ABA como
ABI5. Esta via podria estar implicada en la dormicion impuesta por cubiertas en girasol,
modulando la sensibilidad a hormonas como etileno y ABA, y también las GA. La
participacion de esta via en la inhibicion de la germinacion de semillas de Arabidopsis

a altas temperaturas (25°C) fue recientemente demostrada por Wang et al. (2018).

Evidencias a favor de un rol del Oz en la imposicion de dormicion en frutos de girasol
surgen de ensayos con hipoxia (que inhiben la germinacion de embriones aislados;
Dominguez et al., 2016, 2019), por un lado, y de remocion parcial del pericarpio (que
promueven la germinacién; Rodriguez et al., 2015). Paralelamente, tratamientos de
ambiente materno que redujeron el espesor del pericarpio, promovieron la germinacion
de frutos dormidos de girasol: Lindstrém et al. (2007) observaron que el sombreado

durante la post-antesis redujo el espesor de las paredes celulares y el nimero de células
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del parénquima medio del pericarpio. A su vez, Pizzorno (2021) realizé tratamientos
de sombreado y observo un menor espesor del pericarpio y un menor nivel de dormicion
impuesto por cubiertas. Dicha respuesta se asocié también con menores niveles

enddgenos de ABA y menor sensibilidad de los aquenios al ABA.

Ademas de estas observaciones en girasol, son muchas las evidencias en otras especies
mostrando que alteraciones en las cubiertas seminales impactan en la dormicion. Por
ej., en semillas de Arabidopsis se observo que la formacion de una cuticula en la
superficie externa de la aleurona es necesaria para la imposicion de dormicion (De
Giorgi et al., 2015). La acumulacion de otros compuestos como taninos (Mac Gregor et
al., 2015) y suberina (Fedi et al., 2017) en la testa, también son requisitos para la
expresion de dormicion en Arabidopsis. Semillas mutantes que carecen de alguno de
estos compuestos se caracterizan por tener, ademas de poca o nula dormicion, alta

permeabilidad a compuestos solubles (como tetrazolio y ABA) y posiblemente al Oo.

1.1.4. Herencia de la dormicidn en el fruto de girasol
La dormicidn es un caracter cuantitativo gobernado por multiples genes, y su herencia es

compleja debido a que involucra tejidos y 6rganos de diversa composicion genética de los
parentales (Hilhorst, 1995; Finch-Savage and Leubner-Metzger, 2006). El aquenio de girasol
es un fruto complejo, con diferentes partes que varian en su dotacion genética. EI embrion
es diploide (19:17), el endosperma es triploide (29:13), y tanto la testa como el pericarpio
son diploides (2%; origen del ovario y receptaculo de la flor; Boesewinkel y Bouman, 1995).
Dependiendo de la participacion de las distintas estructuras en la dormicién del aquenio se
definen las vias de herencia, ya sean materna y/o paterna, en la progenie. La herencia materna

puede resultar del predominio del genotipo materno en las cubiertas (pericarpio y/o cubierta
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seminal), y/o de la existencia de factores citoplasmaticos (incluyendo las organelas, p. €j.
ADN mitocondrial) que también son heredados exclusivamente por via materna (en este caso

pueden afectar el fenotipo del embrion; Roach y Wulff, 1987; Wolf y Wade, 2009).

La realizacion de cruzamientos reciprocos constituye una herramienta valiosa para investigar
posibles efectos de herencia materna/paterna en la progenie (Johnson y Dhaliwal, 1976).
Estos conocimientos son relevantes tanto para avanzar en la comprension de los mecanismos
de dormicion que operan en esta especie, asi como en la planificacion de cruzamientos para
la obtencion de semilla hibrida con valor comercial donde alguno de los parentales presenta
una dormicion problematica. Trabajos previos en girasol (Presotto et al., 2014; Weiss et al.,
2013; Seiler, 2007) han investigado la herencia de la dormicién en frutos obtenidos a partir
de la hibridacion de girasoles cultivados y silvestres, dentro del contexto de la transferencia
de genes (p. €j., transgenes gque otorguen resistencia a herbicidas) hacia especies maleza. En
genotipos cultivados, la seleccion se direcciond en lograr un incremento del tamafio de la
semilla, una rapida y uniforme germinacion, en detrimento de los niveles de dormicion y
espesor de las cubiertas (Hancock, 2012). La hibridacion entre girasoles cultivados y maleza
es algo frecuente en el campo, donde el polen del cultivo alcanza a fecundar flores de
girasoles silvestres. La incorporacion y persistencia de las semillas hibridas en el banco de
semillas del suelo presenta un problema para su erradicacién, siendo agravado por la
presencia de dormicion prolongada. Por un lado, Seiler (1998) encontré que la dormicion
profunda y prolongada en aquenios de varias poblaciones silvestres estd determinada
exclusivamente por las cubiertas (sin dormicion embrionaria). Weiss et al. (2013)

observaron que la semilla hibrida de girasol silvestre-cultivado presenta altos niveles de
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dormicion semejantes a los del parental materno silvestre. Estos trabajos apoyan la herencia

materna de la dormicion por cubiertas.

La dormicion por cubiertas caracteristica de los girasoles silvestres parece estar presente
(aunque més atenuada) en algunos genotipos cultivados, particularmente en aquellos que
presentan dormicion extendida durante el almacenaje (0 también ligada a la TI). Sin
embargo, en algunos genotipos cultivados, la importancia relativa del aporte del embrion y
de las cubiertas a la dormicion del fruto entero puede variar enormemente. Debido a que el
nivel dormicion del fruto resulta una interaccion compleja entre cubiertas y embrion, es ain
dificil explicar el fenotipo de dormicién que tendra la progenie hibrida segun los fenotipos
de sus parentales. Por ejemplo, la dormicion observada en una F1 hibrida podria variar segun
la susceptibilidad del embriodn al efecto “restrictivo” que imponen las cubiertas de la madre.
A su vez, esta caracteristica del embrion podria estar definida por el genotipo del cigoto, o
podria mostrar efectos maternos en el embrion (p. ej., por factores de herencia
citoplasmatica).

1.1.5. Efecto de las condiciones de almacenaje sobre la salida de dormicion.
En especies que producen semillas con bajo contenido de humedad (CH) a madurez

(denominadas semillas ortodoxas), la dormicion primaria en girasol se pierde o atenda
progresivamente durante el almacenaje “en seco”. Este proceso, también Ilamado post-
maduracion, es afectado por la temperatura de almacenaje (TA) en muchas especies (Probert,
2000), incluyendo girasol (Bazin et al., 2011%). El patron general muestra que mayores TA
durante el almacenaje aceleran la salida de la dormicion (SD) en muchas especies (Baskin y
Baskin, 1976, 1986; Foley, 1994; Allen et al., 1995; Bauer et al., 1998; Steadman et al.,

2003%°: Chantre et al., 2009), aunque esto puede verse afectado por el CH de las semillas


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2685320/#MCP070C5
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2685320/#MCP070C5
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2685320/#MCP070C23
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2685320/#MCP070C1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2685320/#MCP070C1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2685320/#MCP070C8
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2685320/#MCP070C8
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2685320/#MCP070C41
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2685320/#MCP070C41
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2685320/#MCP070C42
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(Bazin et al., 2011%; Basbouss-Serhal et al., 2016).

Debido al bajo CH con que habitualmente se equilibran las semillas (o frutos) en el
almacenaje (humedad relativa de equilibrio -HRe- menores al 70%), algunos autores
consideran improbable que los cambios en el nivel de dormicion se deban a reacciones
enzimaticas (Bewley et al., 2013). De acuerdo con esto, se ha propuesto que la atenuacion
de la dormicidn durante el almacenaje en seco se deberia a la ocurrencia de reacciones de
oxidacion no enzimaticas. Estas reacciones serian producidas por especies reactivas de
oxigeno (ROS) que se forman espontaneamente en presencia de O, (Oracz et al., 2007; Bazin
et al., 2011%). De acuerdo con esta hipdtesis, tratamientos con oxidantes (como el metil-
viologen; Oracz et al., 2007) o almacenaje en hiperoxia (Morscher et al., 2015; Buijs et al.,
2018) aceleraron la pérdida de dormicion embrionaria en girasol y Arabidopsis. Estas
condiciones a la vez promueven el deterioro oxidativo de las semillas que conducen a la
eventual pérdida de viabilidad. Sin embargo, se ha observado que ambos procesos, pérdida
de viabilidad y SD, no siempre estan acoplados y pueden ocurrir a tasas diferentes indicando

que son afectados deferencialmente por las reacciones de oxidacion (Chahtane et al., 2016).

Los efectos del CH y de la TA parecen ser complejos y muestran fuertes interacciones en
semillas de varias especies como Ambrosia trifida (Davis, 1930), arroz (Leopold et al.,
1988), Avena fatua (Folley, 1994), Heteropogon contortus (Baldos et al., 2014) y
Arabidopsis (Basbouss-Serhal et al., 2016), pero ain no han sido caracterizados en detalle
en el fruto de girasol. Por ejemplo, Bazin et al. (2011%) reportaron que a bajos CH (menores
al 5%, base PS) la pérdida de dormicion embrionaria fue promovida por bajas TA, mientras
que a CH mayores al 10% esta respuesta se invirtio, y altas TA aceleraron la SD con una

temperatura base de 8°C. Sin embargo, este trabajo no exploro el rango de CH entre 5y 10%
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que es el gue se establece en equilibrio con una atmdsfera de 50-80% de HR (Ellis y Roberts,
1995) y habitualmente alcanzado en la industria semillera. En un trabajo del grupo de trabajo
en FAUBA (Rodriguez et al., 2018) se observo que el almacenaje a 25°C promovié la SD
de aquenios en dos genotipos (una linea y un hibrido comercial) de girasol comparando con
almacenaje a 5°C, y para un CH cercano al 6%. Esto amplio el rango de respuesta positiva a
la TA previamente descripto por Bazin et al. (2011%). Paralelamente, la posibilidad de
manipular la tasa de SD durante el almacenaje ofrece una herramienta para el estudio de los
mecanismos fisioldgicos que imponen dormicion y su comparacion entre distintos genotipos.
Debido a la aparente diversidad de fenotipos de dormicion existentes en los girasoles
cultivados, se plantea, ademas, la necesidad de ampliar la exploracion de estas interacciones

del CH y TA a otros materiales.

1.2.  Objetivo e hipoétesis de trabajo
El objetivo general es conocer los diversos mecanismos de dormicién existentes en

Helianthus annuus L.

Los objetivos especificos fueron:

. Caracterizar diferentes “fenotipos” de dormicién presentes en un conjunto de
genotipos de girasoles cultivados y silvestres, segln la expresion de este caracter
dentro del rango térmico y la participacion de las cubiertas del fruto (pericarpio y
cubierta seminal).

1. Conocer los procesos fisiologicos involucrados en los diferentes “fenotipos de
dormicioén” caracterizados en la etapa anterior. Se investigara el rol de diferentes

hormonas (por ej., ABA, GA, etileno) y del O en la expresion de la dormicion.
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I1l.  Determinar el patrén de herencia (9, &) para los caracteres identificados como mas
relevantes en la determinacion del nivel de dormicion de frutos hibridos de girasol
de acuerdo con los mecanismos fisioldgicos identificados en los objetivos 1y II.

IV.  Caracterizar la SD (y del posible deterioro oxidativo) de aquenios almacenados en
diferentes combinaciones de CH (entre 4 y 10%) y TA e identificar los cambios
fisioldgicos asociados a las respuestas observadas.

A partir de los objetivos citados anteriormente se proponen las siguientes hipdtesis de

trabajo:

Hipobtesis asociadas con el Obj. |

1. Las cubiertas (pericarpio y cubierta seminal) imponen dormicion en genotipos que
expresan dormicion a altas temperaturas, mientras que la dormicidn a bajas temperaturas se
asocia con una mayor dormicion embrionaria.

Hipotesis asociadas con el Obj. 11

2. Algunas de las caracteristicas anatdmicas (espesor, compactacion, grado de

esclerosamiento, etc.) de las cubiertas (pericarpio, testa y endosperma) se asociaran con la

dormicion impuesta por cubiertas observada en los distintos genotipos de girasol evaluados.
Prediccién: Genotipos que presenten mayores niveles de dormicion por cubiertas
tendran mayor espesor de pericarpo, testa y/o endosperma, y/o mayor grado de
esclerosamiento de alguna capa de tejido por fuera del embrion.

3.a. El metabolismo del ABA en el aquenio embebido se asocia con la expresion de la

dormicion. A medida que la dormicion de los frutos disminuye, los niveles de ABA en el

fruto embebido disminuyen (se reduce la capacidad de sintesis de novo de ABA y/o aumenta

el catabolismo de ABA).
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Prediccion: Aquenios incubados que presenten alto nivel de dormicion mostraran
mayor contenido de ABA que aquellos con menor nivel de dormicién. A su vez, el
agregado de inhibidores de sintesis (Fluridone) o de catabolismo (Diniconazole) al
medio de incubacion afectara la respuesta germinativa de estos frutos.

3.b. Las cubiertas del fruto imponen dormicion a través de la restriccion de los niveles de O

en el embrion, y a su vez la hipoxia promueve una mayor sensibilidad del embrion al ABA,

y/o aumenta los niveles endogenos de ABA.
Prediccioén: El efecto de las cubiertas en la inhibicién de la germinacion puede ser
reemplazado por la incubacion del embrion en hipoxia (<5% 02). La hipoxia
aumentara los niveles de ABA y/o la sensibilidad al ABA exdgeno en embriones
aislados comparando con embriones incubados en atmdsfera normal. A medida que
disminuya la dormicién impuesta por cubiertas en postcosecha, el embridn perdera
simultdneamente la sensibilidad al ABA y a la hipoxia.

4. Las hormonas GA y etileno intervienen en la regulacion del nivel de dormicién,

antagonizando los efectos del ABA, aungue no son un requisito para la germinacion en frutos

despiertos.
Predicciones: i) Aplicaciones exdgenas de GA y etileno promoveran la germinacion
de aquenios (en ensayos con frutos dormidos). ii) Se inhibird la germinacion en
presencia de inhibidores de sintesis de GA (paclobutrazol, trinexapack-etil) y etileno
(CoCly) en ensayos con frutos con dormicion intermedia. iii) Esta respuesta a los
inhibidores desaparecera posteriormente durante el almacenaje. iv) En ensayos donde
la germinacion se inhibe por ABA, el agregado de etileno o GA revierte la inhibicion.

Hipotesis asociadas con el Obj. 111
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5.a. La dormicion del fruto de girasol estad impuesta por el pericarpio y/o la cubierta seminal
y se hereda por via materna.
Prediccion: Cuando un genotipo tiene alta dormicion impuesta por cubierta y actua
de madre en una cruza, la progenie hibrida tendra el mismo fenotipo
independientemente del nivel de dormicion del padre (la herencia materna domina
por sobre el genotipo del cigoto).
5.b. Ladormicién embrionaria depende del genotipo del cigoto y no responde a una herencia
materna.
Prediccion: El fenotipo del embrion hibrido seré independiente de la direccion del
cruzamiento a partir de parentales con dormicion contrastante; los hibridos
reciprocos seran iguales entre si. A su vez, este fenotipo dependera de las relaciones
de dominancia o codominancia entre los alelos parentales en el cigoto; los hibridos
reciprocos seran mas parecidos a un parental (dominancia completa) o seran
intermedios a los parentales (dominancia incompleta o codominancia).
5.c. La dormicién embrionaria esta afectada por el genotipo materno evidenciando un efecto
materno por encima del ADN nuclear del cigoto.
Prediccion: El nivel de dormicion embrionaria serd diferente entre hibridos
reciprocos y, en cada caso, se asemejara al fenotipo materno.

Hipotesis asociadas con el Obj. IV

6.a. La SD muestra interacciones con el CH y la TA. Esto se debe a que la dormicion

embrionaria y por cubiertas responde diferencialmente a las condiciones de CHy TA.
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Prediccion: Durante el almacenaje a diferentes combinaciones CH y TA los aquenios
exhibiran diferentes tasas de SD; esto se asociara con cambios diferenciales en la

pérdida de dormicion embrionaria, y en la dormicién por cubiertas.

6.b. La SD promovida por ciertas combinaciones de CH y TA sera a través de cambios en
el embrion que modifican su sensibilidad a la accion restrictiva de las cubiertas en la
incubacion y que involucra la accion del ABA (metabolismo de ABA y/o sensibilidad al

ABA) (ver Hipotesis 3b).

Prediccién: Condiciones de almacenaje (CHXTA) que promuevan la SD de aquenios
presentaran menor sensibilidad de los embriones a la incubacion en ABA y/o menores

contenido de ABA enddgeno durante la incubacion.

6.c. La SD promovida por ciertas condiciones de almacenaje (CHXTA) presenta una
asociacion con el grado de deterioro que sufren los embriones bajo la post-maduracién en

Seco.

Prediccién: Condiciones de almacenaje que promuevan mayores tasas de SD de

aquenios, coincidiran con un mayor grado de deterioro oxidativo de los mismos.

1.3.  Estructura de la tesis
La presente tesis se estructura en cinco capitulos. El Capitulo 1 (Introduccion general:

Revision de antecedentes y presentacién del problema) plantea el tema a abordar, releva la
informacién bibliografica existente, y enuncia los objetivos e hipotesis. Los Capitulos 2
(“Variabilidad intraespecifica de la dormicién: estudio de atributos fenotipicos y mecanismos
fisioldgicos asociados™), 3 (“Herencia de la dormicion y termo-inhibicion en aquenios

hibridos de girasol. Estudio del rol de las cubiertas y del cigoto en estas respuestas”) y 4
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("Efecto del ambiente de almacenaje sobre la post-maduracion en seco de los aquenios™)
comprenden los resultados experimentales derivados de esta tesis, junto con su respectiva
introduccion, materiales y métodos, discusion y conclusiones. Finalmente, en el Capitulo 5
(Discusion general) se contrastan las hipotesis 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



Capitulo 2:
Variabilidad intraespecifica de la dormicion: estudio de
atributos fenotipicos y mecanismos fisioldgicos asociados®.

Resumen

La informacion sobre la variabilidad intraespecifica de la dormicidn en girasoles cultivados
es escasa Yy fue el objeto de estudio de este capitulo. Se utilizé un conjunto de 21 genotipos
de girasol de diversas fuentes de origen (cultivados y silvestres) para realizar un fenotipado
de distintos caracteres de dormicion. Los datos experimentales incluyeron la germinacion
del aquenio y del embrion a diferentes temperaturas de incubacion, en agua o en ABA, y
diferentes tiempos de almacenaje postcosecha. Mediante andlisis multivariados se
confeccionaron grupos de dormicion que difirieron principalmente en sus patrones de
expresion de la dormicidn a lo largo del rango térmico y su tasa de SD. Se interpretd que la
variabilidad observada result6 de la superposicion de dos mecanismos: la DEBT, comun en
todos los genotipos, y la presencia de TI a altas temperaturas de incubacién exclusiva de
algunos genotipos. La respuesta del embrion (semilla) al ABA vari6 entre genotipos y se
relaciond positivamente con la DEBT, pero también con la Tl a altas temperaturas, apoyando
que ambas respuestas comparten una via regulatoria comun que opera en el embrién.
Finalmente, se demostré la existencia de una considerable variabilidad intraespecifica para

los atributos de dormicion dentro de los girasoles cultivados y silvestres.

! Arata, G.J., Riveira-Rubin, M.A., Batlla, D. and Rodriguez, M.V. (2021), Dormancy attributes in Sunflower
achenes (Helianthus annuus L.): I. Intraspecific variability. Crop Science. First published, 2 August 2021.
https://doi.org/10.1002/csc2.20610
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2.1.  Introduccion.

La dormicion en las semillas es un rasgo complejo y hereditario, y que su intensidad al
momento de cosecha y su persistencia durante la postcosecha dependen del genotipo, pero
también puede ser modulada por el ambiente materno (a campo) y durante el ambiente de
almacenaje (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006; Bazin et al., 2011%, Bodrone et al.,
2017; Rodriguez et al., 2018). La domesticacion ha logrado disminuir los niveles de
dormicién en muchas especies cultivadas (Hancock, 2012; Rodriguez et al., 2015). Sin
embargo, el girasol muestra una corta historia de domesticacion (Radanovi¢ et al., 2018;
Smith, 2006) y el mejoramiento no se centrd en la adquisicion de una rapida germinacion
para su utilizacion como simiente. Ademads, las fuertes interacciones con el ambiente
materno (Bodrone et al., 2017; Riveira Rubin et al., 2021) pueden dificultar el seguimiento
de ciertos rasgos de dormicion en los programas de mejoramiento. Muy pocos trabajos han
abordado la variabilidad intraespecifica de la dormicién en el girasol cultivado
(Subrahmanyam et al., 2002; Maiti et al., 2006; Vujakovi¢ et al., 2012), utilizando diferentes
criterios de fenotipado por lo cual deberian realizarse estudios con un abordaje mas completo
e integral. Los estudios enfocados en abordajes genéticos (Gandhi et al., 2005; Brunick,
2007) utilizando poblaciones segregantes a partir de cruzas de genotipos cultivados y
silvestres, arrojaron un alto nimero de QTL con efectos pequefios, con un patron aplicable
a otros atributos (Wills y Burke, 2007).

Aunque se han realizado algunos estudios detallados sobre los aspectos fisioldgicos de la
dormicion en el girasol, la mayoria de los estudios se basan en unos pocos genotipos, por
ejemplo, "Mirasol” (Le Page et al., 1989, 1992, 1996; Corbineau et al., 1990; Gay et al.,

1991; Bianco et al., 1994), y "LG5665" (Oracz et al., 2008; Bazin et al 2011* ). En otros
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trabajos, que incluian dos genotipos con diferentes respuestas a distintas hormonas, sugieren
la existencia de cierta variabilidad en los mecanismos de dormicion entre girasoles
cultivados (Rosell6 et al., 2016; Bodrone et al., 2017; Rodriguez et al., 2018; Dominguez et
al., 2019).

Por consiguiente, para comprender los mecanismos basicos que intervienen en la regulacion
de la dormicion en girasoles cultivados se requieren estudios sobre una base de germoplasma
més amplia, con frutos producidos y almacenados bajo las mismas condiciones ambientales
de manera de reducir otras fuentes de variacion de la dormicién. El conocimiento actual
sobre la variabilidad existente para la dormicion entre los girasoles cultivados es aun
insuficiente como para manejar este caracter a nivel productivo y en los programas de
mejoramiento.

El objetivo del presente capitulo fue reconocer grupos “funcionales” de dormicion dentro de
los girasoles cultivados en nuestro pais. Para los experimentos se reunieron materiales
cultivados de acceso publico, como lineas publicas de INTA y USDA (Cuadro 2.1). Dado
que los rasgos de dormicion suelen exacerbarse en genotipos silvestres en comparacion con
los materiales mejorados, se incluyeron algunas poblaciones invasoras de girasoles
naturalizados en la region pampeana de Argentina (recogidas y detalladas por Cantamutto et
al., 2010; Presotto et al., 2014; Hernandez et al., 2017, 2019) para proporcionar fenotipos
mas extremos. Para cumplir con este objetivo general, se propuso (i) fenotipar un conjunto
diverso de materiales de girasol, e identificar los atributos de dormicion més relevantes (p.
ej. expresion en el rango térmico, contribucion de las estructuras del fruto, persistencia) para

establecer grupos de dormicion. Ademas, se busco (ii) determinar una posible asociacion
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entre la sensibilidad del embrién al ABA y la variabilidad intraespecifica existente para los

principales atributos de dormicién.

2.2. Materiales y métodos
2.2.1. Material vegetal y experimentos a campo
Se realizaron experimentos a campo (1, 2 'y 3) con diferentes genotipos de girasol, cultivados

en un mismo ambiente (‘“jardin comun”) en el campo experimental de la Facultad de
Agronomia de la Universidad de Buenos Aires (34 ° 25'S, 58 ° 25'W) durante dos afios
consecutivos (campafias 2015/2016 y 2016/2017). Los materiales en estudio incluian una
variedad (Gigante de Rusia, GOR), 18 lineas publicas endocriadas aceiteras y tres
poblaciones o accesiones de girasol silvestre/ ruderal de diferentes localidades de la pampa
humeda argentina (véase el Cuadro 2.1). Los genotipos cultivados (con diferentes
antecedentes de mejoramiento) fueron proporcionados por mejoradores del INTA: Ing. Agr.
Julio Gonzalez, de la EEA Pergamino, e Ing. Agr. Mag. Daniel Alvarez, de la EEA Manfredi
(algunas de estas lineas fueron obtenidas originalmente del USDA y otras mejoradas
localmente). También se incluyeron una variedad provista por el criadero Ayerza Semillas
S.A. (Pergamino) y tres poblaciones silvestres de Helianthus annuus L. (multicéfalo)
recogidas y descritas por el Dr. Alejandro Presotto de la Universidad Nacional del Sur, Bahia
Blanca (Cantamutto et al., 2010). Los experimentos 1y 2 se sembraron el 17 de septiembre
de 2015 y el 25 de agosto de 2016 respectivamente, para evaluar y comparar diferentes
atributos de dormicion entre materiales. El experimento 3 se sembr el 26 de septiembre de
2016 y se centrd en unos pocos genotipos seleccionados por pertenecer a grupos fenotipicos

diferentes (Cuadro 2.1).
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Los experimentos a campo se sembraron en micro-parcelas (una por genotipo, asignada al
azar en la parcela) con 3 (experimento 1y 2) y 6 (experimento 3) hileras de 10 m cada una,
utilizando una densidad de 5 plantas/m? y una distancia de 52 cm entre hileras. Las plantas
se cultivaron con riego suplementario, se fertilizd, se realizé control quimico de plagas y
enfermedades, y se retiraron manualmente de malezas. La fenologia de las plantas se sigui6
de acuerdo con la escala de Schneiter y Miller (1981). En el estadio R4 (la inflorescencia
comienza a abrirse; vista desde arriba, las flores liguladas ain inmaduras son visibles), cada
capitulo se cubrié con una bolsa de poliamida semipesado para evitar la polinizacion
cruzada. Entre los estadios R5.1 (inicio de floracidn, 10% de las flores se encuentra en antesis
0 post antesis) y R5.9 (fin de floracion, 90% de las flores se encuentra en antesis 0 post
antesis) las plantas se polinizaron en forma manual con polen fresco recogido de otras
plantas. En el caso de las poblaciones silvestres, debido al habito indeterminado en su
floracion por la continua aparicion de flores de las yemas axilares y/o ramas, solo se
utilizaron los cuatro primeros capitulos que aparecieron para reducir los posibles efectos
maternos sobre la dormicién. Los datos meteorol6gicos se registraron con una estacion
meteorolégica situada en el lugar del experimento (Davis Vantage Pro2).

El muestreo de aquenios para determinar el CH comenz6 unos 20-25 d después de la
floracion. Para cada genotipo y fecha de muestreo, se tomaron periédicamente muestras de
cinco aquenios de cada una de las tres plantas del tercio medio del capitulo hasta madurez
de cosecha (CH 11-12%, en base peso fresco -PF-). EI CH se determind gravimetricamente
y el peso seco se obtuvo después de secar en estufa durante 120 minutos a 130°C. En el caso
de los genotipos del experimento 1 los capitulos se cosecharon cuando el CH de los aquenios

alcanzé 6-7%. Esto significo que el momento de cosecha se retrase unos 15-25 d, lo que
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permitié un avance parcial del proceso de post-maduracion a campo en comparacion con los
siguientes experimentos (2 y 3) que se cosecharon a un CH mayor (tan pronto como el CH
de los granos alcanzo el 11-12%). En todos los casos, los capitulos de las plantas que no
diferian en méas de cinco d para la fecha R5.5 se cosecharon juntas y se trillaron
manualmente, conservando sélo los aquenios del tercio periférico y medio del capitulo. Los
aquenios de las plantas de un mismo genotipo se agruparon y secaron en una secadora
experimental a 35°C hasta alcanzar un CH del 6-7% (en base PF). Los aquenios secos se
almacenaron dentro de bolsas de papel, luego cubiertas por bolsas de plastico con cierre
hermético, y se mantuvieron en una camara con temperatura controlada a 25°C constantes,

en condiciones de oscuridad.
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Cuadro 2. 1. Resumen de los genotipos de girasol utilizados en este trabajo. Las columnas (de izquierda a derecha) indican el nombre del
genotipo; la estacion de crecimiento (verano 2015/2016, 2016/2017) y el nimero de experimento (1-3); el peso seco unitario de los aquenios;
el contenido de aceite (%) medido por NIR; la fuente/origen de los genotipos (en los casos donde estuvieron disponibles, se indica el nimero
de accesion segln el GRIN de USDA). Se indica con nimeros en superindice quienes suministraron los genotipos: *Alejandro Presotto, UNS.
2Julio Gonzalez, INTA Pergamino. *Daniel Alvarez, INTA Manfredi, *Ayerza Semillas S.A.

Germoplasma

Afo (Experimento)

Peso del aquenio
(mg/aquenio)

Contenido de
aceite (%)

Fuente/Origen

Silvestre
2015-16 (1) / 2016-17 Adolfo Alsina, Buenos Aires
AAL?Y 236+26 31
(3) (S 37°16', W 62°59").
Colonia Baro6n, La Pampa
BAR! 2015-16 (1) 12,7+1,7 ND o mp
(S 36°10', W 63°53).
Las Malvinas, Mendoza
LMA! 2015-16 (1 16,4 +0,2 26 ’
@) (S 34°47', W 68°15)).
Cultivado
16732 2015-16 (1) 472+5/1 52 USDA North Dakota x Ruso
Linea publica USDA
15522 2015-16 (1) 742 +43 49 P
(P1413103)
- - Li Ibli DA
HASQ 2 2015-16 (1) / 2016-17 408+15 50 inea publica US
(2,3) (P1650572)
6002 2015-16 ((21)3/)2016'17 66,7 0,5 49 Ruso x USDA North Dakota
609 2 2015-16 ((12))/ 2016-17 39311 45 INTA Pergamino
2015-16 (1) / 2016-17 USDA North Dakota
15792 49,724 40
(2,3) (P1413130)
USDA North Dakota
HA342 3 2016-17 (2) 56,6 £ 1,8 52
(P1509052)
B913 2016-17 (2) 61,2+3,1 ND INTA Manfredi



B1233

GOR (“Gigante de
Rusia”) 4

581 2
587 2
5912

561 2
608 ?
15752
16792
601 2

2016-17 (2)
2016-17 (2)
2016-17 (2)
2016-17 (2)
2016-17 (2)
2016-17 (2)
2016-17 (2)
2016-17 (2)
2016-17 (2)
2016-17 (2)

65,2+19
99+9,2
61,6 £4,1
46,2+0,4
50,9+ 3,2
36,2+2
46,8 +1,5
535+31

339+3.3
42,3+28

ND
12

45

40

41

52
46
40
41
43
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INTA Manfredi
Ruso (P1 650408)

Ruso x USDA North Dakota

USDA ND x poblacién INTA
Pergamino

Ruso x USDA North Dakota

Ruso x USDA North Dakota

INTA Pergamino
USDA North Dakota
(P1413126)
USDA ND x ruso

INTA Pergamino x HA300 (linea
publica USDA)
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2.2.2. Pruebas de germinacion.

Las pruebas de germinacion se realizaron a diferentes temperaturas de incubacion dentro del
rango de 10 a 30 °C (10, 15, 20, 25y 30 °C en los experimentos 1y 2; 10, 20y 30 °C en el
experimento 3. Para evaluar la contribucion de partes del fruto, se evalud la germinacion de
embriones a 10 y 25 °C en los experimentos 1y 2, y a 10 y 30 °C en el experimento 3. Para
cada prueba de germinacién, se incubaron triplicados de 25 aquenios/ 20 embriones por placa
de Petri sobre papel de doble filtro y 6 ml (5 ml para los embriones) de agua destilada durante
15 d en cdmaras a temperatura constante, sin iluminacion complementaria. La germinacion
se contaba cada 2-3 d y las unidades germinadas se retiraron y se desecharon. Antes de retirar
el pericarpio, los aquenios se embebieron en agua destilada entre 2/3 h para ablandar el
pericarpio, que luego se retird cuidadosamente con un bisturi. Para obtener embriones
desnudos, luego se realiz6 un suave corte a lo largo de la linea que separa los cotiledones;
las semillas con el "corte de cubierta seminal™ se dejaron incubar hasta 24 h, lo cual permitio
que la cubierta salga facilmente sin dafar el embridn. El criterio para considerar una unidad
como “germinada” fue, en aquenios, observar la extrusion de la radicula por fuera del
pericarpio; en semillas y embriones, cuando la radicula se alargé més de 3 mm y ésta
comenzd a curvarse. El porcentaje final de germinacion se obtuvo relativizando al total de
unidades incluidas (aquenios, semillas, embriones) y se promedié entre réplicas (n=3, y su
correspondiente error estandar -EE-). Los ensayos de germinacion se realizaron al momento
de cosecha (inmediatamente después del secado) y en diferentes momentos del almacenaje
(30, 60 y 150 dias desde cosecha -DDC- para el experimento 1, y 30, 60 y 90 DDC para los

experimentos 2 y 3).
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En el experimento 3, la germinacion de semillas en ABA se evalu6 al momento de cosecha
(0 DDC) y durante el almacenaje postcosecha (30, 60 y 90 DDC). Se incubaron réplicas de
25 aquenios y 20 semillas en agua destilada respectivamente (tratamiento de control);
triplicados con 20 semillas en 100 uM de Flurocloridona (Herbicida comercial; en el
experimento 3), un inhibidor de la sintesis de ABA, en combinacion con diferentes
concentraciones de ABA (de SIGMA-AIdrichl, 5y 50 uM). La Flurocloridona se utiliz6
para eliminar las posibles diferencias en la sintesis de ABA entre genotipos, al momento de
evaluar la germinacion en concentraciones fijas de ABA suministradas de manera exdgena

(Bodrone et al., 2017).

2.2.3. Analisis estadistico
2.2.3.1. Variables de estudio
Para realizar los analisis multivariados de componentes principales y de conglomerados

(ACP y AC) se tuvieron en cuenta las siguientes variables: (i) Porcentaje final de
germinacion promedio (n=3) al momento de cosecha para los aquenios incubados a 10 y a
25°C (G.A.10 y G.A.25) y para los embriones incubados a 10 y a 25°C (G.E.10 y G.E.25)
(Fig. S. 2.1 A). (ii) EI tiempo de almacenaje (DDC) necesario para alcanzar el 50% de
germinacién para aquenios y embriones, incubando a 10 y a 25°C (T50.A.10, T50.A.25,
T50.E.10 y T50.E.25). (iii) El factor de termo-inhibicion (FTI) se obtuvo restando el valor
maximo de germinacion de aquenios alcanzado durante la postcosecha (lo que generalmente
ocurrio a una temperatura de incubacion entre 10 y 25°C segun el experimento y los
genotipos), al valor maximo de germinacion alcanzado a 30°C. En el experimento 1, para el
calculo del FTI, se utilizé la germinacion a 10°C ya que a esta temperatura se obtuvo la

maxima germinacion para las poblaciones silvestres (es decir, FT1.10.30; véase la Fig. S 2.1
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B), En el experimento 2, el FTI se calculé como la diferencia entre la germinacion maxima
alcanzada a 25y 30°C (FTI.25.30). Esto se debid a que los valores de germinacion mas altos
se alcanzaron a 25°C (que a 10°C) dentro del periodo de almacenaje de 90 DDC.

2.2.3.2. Andlisis multivariado de los datos de germinacion

Para el ACP, las variables de estudio se normalizaron a una escala comun. El AC se realiz
utilizando la distancia media euclidea y el método de jerarquizacién "Ward". Tanto el ACP
como el AC se realizaron utilizando el programa de estadisticas R y el "FactorMineR",
"Factorextra" y "ggsci” (Central Core R, 2017).

2.2.3.3. Desarrollo y validacion de modelos de germinacion

Estos modelos de germinacion se elaboraron en 3 germoplasmas representativos de los
grupos/fenotipos de dormicion encontrados (AAL, 1579 y 609) en los analisis multivariados
del experimento 1. Los parametros que describen la amplitud del rango térmico permisivo
para la germinacion durante la atenuacion de la dormicidn, se cuantificaron empleando un
modelo matematico poblacional de umbrales. Estos modelos suponen que los aquenios
pueden germinar entre una temperatura limite inferior y otra superior, que tienen una
distribucion normal dentro de la poblacién de aquenios (Washitani, 1987). Estos limites
pueden caracterizarse por la temperatura media inferior -Ti(50)- y superior -Ts(50)- y sus
respectivas desviaciones estandar -cTi(50); oTs(50)- (Batlla y Benech-Arnold, 2015;
Fernandez Farnocchia et al., 2019). De acuerdo con esto, la fraccion de aquenios que

germinan a una temperatura de incubacion determinada se calculé como:
p(T) = @ [(T — Ti(50)) /oTl(50)] — {1® [(T — Th(50)) /o Th(50)]}(1)

donde "p(T)" es la proporcidn de aquenios que germinan a la temperatura "T" y "®" es la

funcion de distribucion normal estandar acumulada. EI modelo supone que para la fraccion
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de aquenios en la que "T" se encuentra dentro de los limites "Ti(50)" y "Ts(50)", la tasa de
germinacién depende de la acumulacion de tiempo térmico por encima de un valor umbral y
por debajo de un valor 6ptimo. También se considera que el tiempo térmico se distribuye
normalmente en la poblacion de aquenios con una media (6T(50)) y una desviacion estandar
(c0T(50)); mientras que las temperaturas cardinales para la germinacion, por debajo del
rango térmico sub-0ptimo (temperatura de base -Tp- y temperatura 6ptima -To-) se consideran
constantes para toda la poblacién. Asi, el tiempo térmico en el rango térmico sub-6ptimo
(bsub; entre Ty ¥ To) puede calcularse para diferentes fracciones de la poblacion (g) de la
siguiente manera:
Osub (g) = (T — Th)tg(2)

donde, tg es el tiempo necesario para completar la germinacion de la fraccion g de la
poblacion. ElI modelo supone que las temperaturas cardinales para la germinacion de
aquenios en el rango sub-6ptimo (Tv y To) permanecen invariables durante la atenuacién e
induccién de la dormicion (Kruk y Benech-Arnold, 1998; Batlla et al., 2009; Arana et al.,
2016). El célculo de los parametros se realiz6 en aquellos casos en los que la germinacion
fue mayor al 10% en al menos una de las temperaturas de incubacion (ausencia de dormicion
absoluta). La Ty de germinacion se calcul6 ajustando modelos no lineales sobre los datos de
germinacién observados a diferentes temperaturas de incubacion para determinar el tiempo
necesario en alcanzar el 50% de germinacion (t50). Luego se calcul6 la tasa de germinacion
del 50% (1/t50) en funcién de la temperatura de incubacion y se ajusté un modelo lineal para
determinar la Tpr como el valor "X", donde "Y" alcanz6 0. Para cada genotipo hubo una Tp
unica, que se calculd cuando todas las temperaturas de incubacion mostraron su maximo

nivel de germinacion. Los parametros medios -Ti(50), Ts(50) y 6T(50)- con sus desviaciones
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-6Ti(50), oTs(50) y o0T(50)- se estimaron mediante un procedimiento de optimizacion no
lineal utilizando la herramienta Solver de Microsoft Excel. Los valores optimos de los

pardmetros se lograron minimizando el RECM entre los datos observados y los simulados.

2.2.3.4. Anélisis de regresion lineal y correlacion
Para el experimento 3 (valores medios, n=3) se correlacionaron los valores promedio de

germinacion final de aquenios incubados en agua en funcién de los valores promedio de
germinacion final de semillas en ABA 5uM, analizando por separado los datos obtenidos a
10y a 30° de incubacidn. Los analisis se realizaron con el Graphpad Prisma 7, y se mostraron

los coeficientes de determinacion y correlacion de Pearson.

2.3. Resultados
2.3.1. Fenologia y ambiente explorado durante el desarrollo y maduracion de los frutos.
Dentro de cada experimento a campo, se observaron algunas diferencias en la fenologia y el

tiempo a floracion (R5.5) con ligeras variaciones en las condiciones ambientales exploradas
por cada genotipo. Por ej., en el experimento 1 los materiales cultivados florecieron dentro
de una ventana temporal de 10 d y los ruderales se demoraron entre 7 'y 18 d con respecto al
cultivado con floracion mas tardia. La ventana temporal para R5.5 en los cultivados se
amplié a 25 d en el experimento 2. Sin embargo, dentro de cada experimento, las condiciones
de temperatura (reflejadas en la temperatura media diaria promedio) y de radiacion
(radiacion media diaria promedio) en la etapa R5.5-cosecha variaron poco entre genotipos
(Cuadro S. 2.1). Aunque la siembra de los experimentos 1 y 3 (en mayor medida que 1) se
demord con respecto al experimento 2, este desfasaje entre experimentos se redujo a un lapso
de 7-14 d para R5.5 como resultado del acortamiento de la fase vegetativa en las siembras

mas tardias.



33

2.3.2. Analisis multivariado para los atributos de dormicion.
2.3.2.1. Experimento 1
Los resultados del ACP con los datos de germinacién del experimento 1 se muestran en la

Fig. 2.1.A. Los componentes principales (CP) 1 y 2 explicaron el 55,2 y el 24,4% de la
variabilidad total respectivamente. Los autovectores a lo largo de CP 1 fueron G.A.10 y
G.A.25 (mayor porcentaje de germinacion tanto a 10 como a 25°C al momento de cosecha),
T50.A.10 y T50.A.25 (aumento del tiempo de almacenaje hasta alcanzar el 50% de
germinacion, o una menor velocidad en la pérdida de dormicion), y FT1.10.30 (que refleja
las diferencias en la maxima germinacion en ambos extremos del rango térmico explorado).
El CP 2 discrimind segln los vectores G.E.10 (germinacion al momento de cosecha de los
embriones a 10°C) y T50.E.10 (tiempo de almacenaje necesario para alcanzar el 50% de
germinacion para los embriones a 10°C).

A partir del AC se conformaron 3 grupos con atributos de dormicién semejantes (Fig. 2.1 B)
plasmados luego en el ACP. El grupo 1 incluy6 genotipos con menor dormicion al momento
de cosecha, situados en el extremo izquierdo del CP1 proyectado por los vectores G.A.25y
G.E.10. Los genotipos con mayores niveles de dormicion conformaron el grupo 3, hacia el
extremo derecho de CP1 junto con los vectores T50.A.10, T50.A.25y FT1.10.30. Este grupo
estuvo conformado exclusivamente por las poblaciones silvestres (AAL, LMA y BAR). La
linea endocriada 1579 (Gnico miembro del grupo 2) compartié atributos con los genotipos
del grupo 3: una alta dormicion de los aquenios al momento de cosecha (opuestos a los
vectores G.A.25y G.E.10), y una respuesta negativa a la temperatura de incubacion (mayor
germinacion a 10°C en comparacion con 30°C) relacionado positivamente con el vector

FT1.10.30. Segun las tasas de SD para aquenios, 1579 estuvo maés cerca del origen de los
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Fig. 2. 1. (A) Biplot correspondiente a los dos primeros CP de los 9 genotipos analizados en el
experimento 1. Cada punto representa un genotipo: cultivado (grupo 1, circulos rojos), cultivado con
TI (grupo 2, tridngulo celeste) y H. annuus silvestre (grupo 3, cuadrados verdes). Los simbolos
pequefios indican cada genotipo y los simbolos grandes marcan el centro de cada grupo. Los vectores
desde el origen (flechas negras) representan las variables de estudio (ver seccién Materiales y
métodos). (B) Andlisis de cluster. Dendograma obtenido a partir de los genotipos y variables
analizadas en el biplot del experimento 1. Las lineas punteadas sobre el eje de distancia euclidea
muestran los 3 grupos funcionales representados en el biplot.

vectores T50.A.10 y T50.A.25, lo que refleja una tasa intermedia de SD. Finalmente, 1579
exhibié una dormicion embrionaria profunda a baja temperatura de incubacion, tanto al
momento de cosecha como durante el almacenaje postcosecha (menor G.E.10 y mayor
T50.E.10), lo que desplaz6 al genotipo 1579 hacia la parte inferior del CP2 y lejos de los
otros grupos.

Los resultados del AC aplicados a los datos de germinacion en el experimento 1 se muestran
en la Fig. 2.1 B. Ademas, en las Fig. 2.2 y 2.3 se muestran datos fenotipicos adicionales

(como germinacién en el rango térmico de incubacion en diferentes tiempos durante la
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postcosecha, y la dinamica de SD en aquenios y embriones a temperaturas contrastantes en
el rango térmico) para cada grupo encontrado en el AC. El primer nodo separé genotipos
cultivados de silvestres y el segundo nodo separ6 al genotipo 1579 del resto de los genotipos
cultivados. Los girasoles silvestres (grupo 3) mostraron una alta dormicién al momento de
cosecha (es decir, sin germinacion a ninguna temperatura de incubacion; Fig. 2.2), con una

dormicién impuesta por el pericarpio tanto a 10 como a 25°C (los embriones aislados
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Fig. 2. 2. Germinacién final acumulada (%) durante distintos momentos después de la cosecha
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0 (barras blancas), 30 (barras celestes), 90 (barras azules) y 150 DDC (barras negras). Cada subfig.
representa un genotipo. Los rectangulos con lineas punteadas negras representan el grupo al que
pertenece cada genotipo segun el AC del experimento 1. Cada barra representa la media + su EE
(n=3).



36

germinaron; Fig. 2.3). Luego de tres meses de almacenaje en seco, se observo un aumento
de la germinacion a temperaturas bajas de incubacion (10-15°C), mientras que la Tl (a
temperaturas de incubacidon mas altas) persistié aun después de cinco meses (Fig. 2.3). Los
genotipos del grupo 1 expresaron una menor dormicion de los aquenios desde la cosecha, y
la expresion de la dormicién aumentd hacia temperaturas de incubacion mas bajas (p. €j.

609, Fig. 2.2). La dormicidon del aquenio en este grupo mostrd una dormicion intermedia-
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Fig. 2. 3. Germinacion final (%) en funcién de los DDC para aquenios incubados a 25°C (lineas
y circulos llenos rojos) y a 10°C (lineas y cuadrados llenos azules), y para embriones incubados
a 25°C (linea punteada y circulos vacios rosas) y a 10°C (linea punteada y cuadrados vacios
celestes). Cada subFig. representa un genotipo y los recuadros punteados representan los grupos
obtenidos mediante el AC del experimento 1. Cada punto representa le media + su EE (n=3).
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baja impuesta por las cubiertas desde la cosecha (baja dormicion embrionaria), y no
mostraron Tl a 30°C. La linea 1579 (Unico miembro del grupo 2), tuvo una dormicion
absoluta al momento de cosecha y casi no germiné a ninguna de las temperaturas de
incubacion (Fig. 2.2). La dormicion a 25°C fue impuesta por las cubiertas del fruto (los
embriones germinaron completamente), mientras que la germinacion a 10°C estuvo limitada
por el propio embrion. Tan solo 30 d fueron suficientes para reducir la dormicion impuesta
por las cubiertas expresada a 25°C, y la dormicién del embrion y aquenio expresada a 10°C
(los valores de germinacion del aquenio alcanzaron el 75% a ambas temperaturas, Fig. 2.3).
Después de 3 meses de almacenaje en seco, la germinacion final super6 el 85% a 10 y 25°C.
Sin embargo, la germinacion a 30°C no aument6 mas alla del 60% incluso despues de cinco

meses (150 DDC) de almacenaje, lo que indica cierto grado de TI para este genotipo.

2.3.2.2. Experimento 2
El experimento 2 incluy6 12 nuevos genotipos cultivados, ademas de las lineas endocriadas

600, 609, 1579 y HA89 analizadas anteriormente (ver Cuadro 2.1). Las variables fenotipicas
fueron las mismas que en el experimento 1, excepto el FT1.25.30 que refleja especificamente
la caida del porcentaje de germinacion entre 25 y 30°C. Como se muestra en el biplot del
ACP (Fig. 2.4 A), los genotipos se separaron en cinco grupos. Los dos primeros CP
explicaron el 57,4 y el 13,3% de la variabilidad total. Los autovectores que contribuyeron al
CP1 fueron G.E.25, G.E.10 y G.A.25 (valores de germinacion de aquenios y embriones al
momento de cosecha) y, en sentido contrario sobre este eje, T50.A.10, T50.A.25, T50.E.10,
T50.E.25 (reflejando la persistencia de la dormicion a 10 y 25°C de incubacién) y FT1.25.30.

Nuevamente, los genotipos con menor dormicién (o valores de germinacion mas altos) al
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momento de cosecha se ubicaron a la izquierda del biplot (p. ej., 561 y B91 del Grupo 1),
mientras que los genotipos con baja germinacion de aquenios y embriones (o dormicién més
profunda) se situaron en de forma opuesta sobre el extremo derecho del CP1 (p. ej., HA342,
B123 del Grupo 5). Entre estos grupos de dormicion mas extremos, los genotipos restantes
se separaron en tres grupos intermedios que difirieron en el nivel de dormicién al momento
de cosecha, la persistencia durante el almacenaje en seco y la presencia/ausencia de TI.

Los cinco grupos de dormicion ordenados por el AC se muestran en la Fig. 2.4 junto a datos
fenotipicos adicionales de los genotipos (Fig. 2.5, 2.6). El primer nodo segregd segun la

A Biplot
2-

Dendograma s

N

CP2(13,3%)

Distarcia Eudidea
-

"1 2 0 2 4
CP1(57,4%)

Fig. 2. 4. (A) Biplot correspondiente a los dos primeros componentes principales (CP) de los 16
genotipos cultivados analizados en el experimento 2. Cada punto representa un genotipo: nivel bajo
(grupo 1, circulos rojos), nivel intermedio (grupo 2 y 3, tridngulos celestes y cuadrados verdes
respectivamente), nivel intermedio con TI (grupo 4, cruces violetas) y nivel alto de dormicién
(grupo 5, cuadrados abiertos y cruces naranjas). Los simbolos pequefios indican cada genotipo y
los simbolos grandes marcan el centro de cada grupo. Los vectores desde el origen (flechas negras)
representan las variables de estudio (ver la seccion 2.2. Materiales y métodos). (B) Analisis de
cluster. Dendograma obtenido a partir de 16 genotipos y las variables analizadas en el biplot. Se
muestra un punto de corte sobre el eje de distancia euclidea, identificando los 5 grupos proyectados
en el biplot.
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presencia (grupos 4 y 5) o ausencia de TI (grupos 1 a 3). Dentro de cada una de estas dos
categorias principales, los nodos separaron los grupos segun el nivel de dormicion al
momento de cosecha y la persistencia durante el almacenaje. EIl grupo 1 (B91 y 561) se
caracterizd por tener valores de germinacion de aquenios mas altos (dormicién mas baja) al
momento de cosecha. En este momento, la expresion de la dormicion del aquenio y del
embrion aumentd a temperaturas bajas de incubacion (10°C), mientras que los aquenios y
los embriones incubados a 25°C germinaron alrededor del 40-50% y el 100%
respectivamente. La expresion de la dormicion del aquenio se impuso en mayor medida por
las cubiertas del fruto a 25°C y 10°C (diferencia entre la germinacion del aquenio y del
embrion en B91, ver Fig. 2.6), y desaparecié completamente después de 30 y 60 DDC,
respectivamente. El fenotipo de dormicion para los girasoles del grupo 2 (587, 608 y 609)
fue muy similar al del grupo 1, excepto por tener una dormicion méas profunda del aquenio
al momento de cosecha. Ademas, en ambos grupos (1 y 2) la dormicién estuvo impuesta
principalmente por las cubiertas, sin mostrar T por parte de los aquenios. En comparacion
con los grupos 1y 2, los genotipos del grupo 3 (581, 591, 600) tuvieron un mayor nivel de
dormicién del aquenio y embrion al momento de cosecha. Aunque la dormicién embrionaria
se perdid poco después de cosecha (similar al grupo 2), los genotipos del grupo 3 tuvieron
una fuerte dormicién impuesta por las cubiertas tanto a 10°C como a 25°C, siendo més
persistente durante el almacenaje (se necesitaron tres meses para alcanzar aproximadamente
el 50% de germinacion del aquenio a 10°C, y el 100% a 25°C). Los genotipos del grupo 3
tampoco presentaron Tl a 30°C. Los miembros del grupo 4 (1579,1575, 1679, GOR, HA89
y 601) también tuvieron mayores niveles de dormicion al momento de cosecha que se perdio

primero a 25°C y luego a 10°C, y con una velocidad similar al grupo 3. En el grupo 4 la
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dormicion de los embriones al momento de cosecha fue méas alta y persistio durante mas
tiempo, pero se diferencio principalmente del anterior (3) por la presencia de Tl (es decir,
menor germinacion a 30°C que a 25°C). Los genotipos del grupo 5 (HA342, B123) se
caracterizaron por tener los mayores niveles de dormicion embrionaria al momento de
cosecha (a 10 y 25°C) la cual persistié durante gran parte del almacenaje. La dormicion
embrionaria limit6 la germinacion del aquenio a 10°C durante el almacenaje postcosecha,
mientras que el efecto inhibitorio de las cubiertas del fruto s6lo se observo a 25°C una vez
avanzado el almacenaje (90 DDC). También se observo Tl para ambos genotipos de este
grupo (menor germinacion a 30°C que a 25°C).

A pesar de las diferencias observadas en los valores de germinacion al momento de cosecha
y durante el almacenaje, todos los girasoles analizados en el experimento 2 compartieron un
patron comun de respuesta a las temperaturas de incubacion entre 10 y 25°C. En todos los
casos, la dormicion se expresé en mayor medida a los 10°C, y la pérdida de dormicion se
produjo primero a temperaturas de incubacién mas calidas. Este fenémeno se denomind
"dormicidn expresada a baja temperatura” o "DEBT". A su vez, la Tl se expreso en algunos
genotipos, y se asocio con niveles crecientes de DEBT. No obstante, la presencia de T vario
entre los genotipos de los grupos 3 y 4, ambos con niveles intermedios de dormicién y con

un patrén similar de DEBT (p. ej. comparando los genotipos 1579 y 591 de las Fig. 2.5, 2.6).
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Fig. 2. 5. Germinacion final acumulada (%) durante la postcosecha para distintas temperaturas de
incubacion (10 a 30°C). Los momentos postcosecha evaluados son 0 (barras blancas), 30 (barras
celestes), 60 (barras azules) y 90 DDC (barras negras). Cada subFig. representa un genotipo. Los
rectangulos con lineas punteadas negras representan el grupo al que pertenece cada genotipo segun
el AC del experimento 2. Cada barra representa la media + su EE (n=3).
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2.3.3. Modelos de germinacion en genotipos representativos de los grupos de dormicion.
Para ilustrar la superposicion de los posibles mecanismos involucrados en la expresion de la

dormicion (DEBT y TI) se ajustaron modelos matematicos a los datos de germinacion de tres
genotipos pertenecientes a diferentes grupos de dormicion encontrados en el experimento 1
(girasol silvestre con alta Tl -AAL-, y girasol cultivado con Tl -1579- y sin Tl -609-; Fig.
2.7, 2.8). EI modelo asumid que las semillas pueden germinar entre una temperatura limite
inferior -Ti(50)- y una superior -Ts(50)- que definen el rango térmico permisivo para la

germinacion o, de otra forma, el rango dentro del cual no se expresa la dormicion.
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Fig. 2. 7. Modelado de la fraccion germinativa (linea llena) de la poblacién de aquenios en el
rango térmico de incubacioén para diferentes genotipos del experimento 1 (AAL, silvestre; 1579,
cultivado con TI; 609, cultivado sin TI). Se ven representadas dos situaciones: niveles intermedios
(0/30 DDC, lineas azules) y bajos de dormicion (90/150 DDC, lineas rojas). Los valores de la
temperatura media del limite inferior [Ti(50)] y la temperatura media del limite superior [Ts(50)]
se muestran con lineas punteadas verticales y los desvios estandar (6) como la amplitud de la
"campana" (curvas punteadas). EI modelo se elaboro a partir de la metodologia sugerida por Batlla

y Benech-Arnold (2015), Washitani (1987).
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Para los tres genotipos, la atenuacion de la DEBT durante el almacenaje postcosecha se
observo como un desplazamiento de la Ti(50) hacia temperaturas mas bajas, comparando las
curvas de niveles intermedios (0/30 DDC) y bajos de dormicion (90/150 DDC). En aquellos
genotipos con una mayor expresion de la Tl, se observaron valores menores de la Ts(50) (p.
ej. en 39,3, 30,8 y 20,9°C para 609, 1579 y AAL, respectivamente) y a la vez casi no hubo
variacion durante el almacenaje postcosecha (Cuadro 2.2). Cabe sefialar que, en todos los
genotipos al disminuir los niveles de dormicion durante la postcosecha, se amplifico el
intervalo de temperaturas permisibles para la germinacion -intervalo Ti(50)/Ts(50)-. Sin
Cuadro 2. 2. Parametros calculados de los modelos (Fig. 2.9 y 2.10) para tres genotipos del
experimento 1 (AAL, 1579 y 609) para dos niveles de dormicion (alto — 0 o0 30 DDC- y bajo —
90 o0 150 DDC-). Temperatura base para la germinacién de aquenios (Tb), tiempo térmico para
la germinacion (TT) y su desviacion estandar (cTT), temperatura media del limite inferior
[Ti(50)] y su desviacion estandar (o7Ti), temperatura media del limite superior [Ts(50)] y su
desviacion estandar (oTs), raiz del error cuadratico medio (RECM) para la germinacion de
aquenios (G.) y para la temperatura limite inferior/superior (Ti y Ts(50)), y finalmente los

coeficientes de determinacion (R?) para cada temperatura de incubacion (10, 15, 20, 25, 30°C) y
del modelo general.

Parametros AAL 1579 609

30 150 30 150 0 90
Tb 0,8 0,8 3,2 3,2 34 34
TT 1234 97,2 49,7 41,7 435 284
oTT 47 26,2 199 16,7 174 114
Ti(50) 12,1 6,7 8,2 3,8 22,1 41
oTi 1,8 2,4 2,7 0,2 7,4 0,3
Ts(50) 185 209 295 308 374 393
oTs 5,6 7,5 6,1 4.8 50 4,3
RECM G. 20,2 18,2 46,6 58,2 243 518
RECM Tiy Ts(50) 450 124 1154 142,0 36,9 656
R2-10° 0,985 0,999 0,998 0,998 - 0,994
R2-15° 1,000 0,998 0,992 0,962 0,986 0,978
R2-20° 0,950 0,971 1,000 0,983 0,964 0,988
R2-25° 0,809 1,000 0,996 1,000 0,990 1,000
R2-30° 0,321 1,000 0,985 0,980 0,999 0,998

R?-Modelo 0,998 0,998 0,997 0,994 0,995 0,996
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embargo, el rango de temperaturas permisivas para la germinacion en el girasol silvestre
AAL fue més estrecho que en girasoles cultivados con TI (1579) y menor aun con respecto
a aquellos sin TI (609). Finalmente, durante la atenuacion de la dormicién, la velocidad y
sincronicidad de la germinacion aumentaron (visto a través de una disminucion del tiempo
térmico -TT-y de la desviacion estdndar -6 TT-, Cuadro 2.2). La variabilidad intraespecifica

de los parametros de TT para alcanzar el 50% de germinacion fue evidente, donde los
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Fig. 2. 8. Evolucion del porcentaje acumulado de germinacion de aquenios en funcion del tiempo de
incubacion (d) para tres genotipos del experimento 1 (AAL, 1579 y 609). Se muestra la germinacion
simulada (simbolos llenos) y observada (simbolos vacios) para frutos incubados a 10, 15, 20, 25y
30°C y presentando niveles contrastantes de dormicion (niveles intermedios -cuadrados- y bajos -
circulos-) asociados con diferentes tiempos de almacenaje (0 y 90 DDC para el 609, y 30y 150 DDC
para 1579 v AAL).
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genotipos cultivados (609, 1579) tendieron a tener un menor TT y mayor Ty que el genotipo

silvestre (AAL).

2.4.3. Asociacion entre la respuesta de la semilla al ABA con la DEBT vy la Tl en diferentes
genotipos.
En el experimento 3 se abordd un posible papel de la sensibilidad de la semilla (o embrion)

al ABA en la respuesta germinativa de los aquenios, utilizando un conjunto de genotipos
pertenecientes a los grupos de dormicion 1, 2 y 3 del experimento 1. En términos generales,
en todos los genotipos la germinacion en agua de aquenios y semillas (sin pericarpio)
aumento con el tiempo de almacenaje, asi como la germinacion de semillas en ABA (Fig.
2.9). Las diferencias en la capacidad de respuesta al ABA entre genotipos fueron evidentes
una vez que la germinacion de semillas en agua lleg6 a su maximo (p. ej. 60 y 90 DDC). Las

semillas de las lineas 600 y HA89 fueron menos sensibles al efecto del ABA a 30°C en
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Fig. 2. 9. Respuesta a ABA exdgeno para diferentes genotipos. AAL (silvestre, diamantes llenos),
1579 (cultivado con TI, circulos llenos), HA89 (cultivado, triangulos vacios) y 600 (cultivado,
cuadrados vacios) del experimento 3 (ver dindmicas Fig. S. 2.2). Germinacion de aquenios (fondo
gris) y semillas en agua destilada, semillas en soluciones ABA 5y 50 uM (a 10 y 30°C) a cosecha
(0 DDC) y en diferentes tiempos durante el almacenaje postcosecha (30, 60 y 90 DDC). Cada puntc
representa la media (n=3) £ su EE.
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comparacion con los genotipos 1579 y AAL, ambos con Tl evidente (ver los valores de
germinacion de las semillas a 30°C en 50uM ABA, 90 DDC: las comparaciones multiples de
Tukey arrojaron letras "A" en 600 y HA89, y "B" en 1579 y AAL). Las diferencias entre
genotipos para la germinacion de aquenios a 10°C se observaron temporalmente a los 60
DDC, donde la germinacion de aquenios tendi6 a asociarse con la capacidad germinativa de
las semillas en ABA. Cabe sefialar que la incubacion con Flurocloridona no promovié la
germinacién de semillas en ninguno de estos genotipos, sugiriendo que la sintesis de novo de

ABA no parece aportar a la diferente expresion de dormicion en frutos maduros embebidos.

Para expresar en términos cuantitativos la relacion entre la capacidad de respuesta en semillas
al ABA y la germinacion de aquenios en diferentes tiempos de almacenaje en todos los
genotipos, se realizé un analisis de correlacion (Fig. 2.10) con los datos mostrados en la Fig.
2.9. Se encontraron correlaciones significativas entre la germinacién del aquenio en agua y
la germinacion de la semilla en ABA 5 uM para los datos de 30 y 10°C (r = 0,87**** y
0,90**** en las Fig. 10 Ay B, respectivamente). El efecto de la temperatura de incubacién

en la respuesta de las semillas al ABA se ve como una mayor pendiente de la regresion lineal
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Fig. 2. 10. Asociacion entre la germinacion final de los aquenios y la germinacion de semillas en
ABA durante la cosecha y durante el almacenaje postcosecha, incubados a dos temperaturas (30 y
10°C; Ay B, respectivamente). La incubacion de las semillas corresponde a una solucion de ABA
con concentracion 5 M. Los genotipos analizados fueron AAL (cuadrados llenos), 1579 (diamantes
llenos), HA89 (circulos vacios) y 600 (triangulos vacios) del experimento 3. Cada punto representa
la media (n=3) y se muestra el factor de determinacion (R?) y correlacion de Pearson (r; 0=0.05).
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a 10°C en comparacion a 30°C (Fig. 2.10, A vs. B; test de pendientes P<0,20). Estos
resultados sugieren que las diferencias en la germinacion de aquenios entre genotipos y
durante la SD podrian deberse en parte a cambios en la sensibilidad del embrién al ABA
endogeno. En general, las correlaciones que se muestran en las Fig.10 apoyan un papel de la
sensibilidad del embridn al ABA en la restriccion de la germinacién del aquenio después de
diferentes tiempos de almacenaje, a temperaturas de incubacion contrastantes (10 y 30°C) y
al comparar genotipos pertenecientes a diferentes grupos (fenotipos) de dormicion. Los
resultados también evidencian el papel de la sensibilidad del embrion (observado a través de
las semillas) al ABA en la expresion de la T, a pesar de que la Tl es impuesta por el
pericarpio (y asociado a ciertas caracteristicas anatomicas de éste, como se verd en el

Capitulo 3).

2.4.  Discusion
Este capitulo explord la variabilidad de distintos atributos de dormicién en un conjunto de

girasoles cultivados de diversos origenes y algunas poblaciones o accesiones silvestres
naturalizados en la region centro de Argentina. Tras ser cultivados bajo las mismas
condiciones ambientales, la realizacion de analisis multivariados de variables que
representan diversos caracteres de dormicion (expresion en el rango térmico, contribucion
de las estructuras del aquenio, presencia de TI persistente) permitié agrupar genotipos y
determinar fenotipos funcionales.

Los diferentes grupos de dormicion obtenidos tras los experimentos 1 y 2 reflejaron la
existencia de dos mecanismos que afectan diferencialmente la germinacion a diferentes
temperaturas de incubacion: la DEBT, comun en todos los genotipos de girasol evaluados

en este capitulo, y la T1, presente o ausente segun el genotipo. Las variables de germinacion
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mas informativas fueron las que mejor describieron cada uno de estos dos mecanismos
relacionados con la dormicion. Estas variables, relacionadas con los vectores del ACP en los
experimentos 1 y 2 (Fig. 2.1, 2.4), fueron la germinacion de aquenios y embriones al
momento de cosecha (inversamente relacionada con la profundidad de la dormicion), T50
para aquenios y embriones (que refleja la persistencia de la dormicion durante la
postcosecha) y el patrén de respuesta de la germinacion a lo largo del rango térmico
(resumido por los vectores FT1.10.30 y FT1.25.30). Aunque en general los materiales con Tl
resultaron ser los de mayor DEBT, estas dos respuestas no estan estrictamente
correlacionadas y deben evaluarse individualmente. De acuerdo con esto, el fenotipado debe
considerar la germinacién a 10, 25 y 30°C. Este rango térmico incluye las temperaturas
relevantes utilizadas en test de calidad de semillas (10°C, “Cold Test”, y 25°C, usualmente
considerada como la temperatura 6ptima para girasol; ISTA, 1999), y también estan dentro
del rango de condiciones del ambiente para la siembra del cultivo del girasol (dependiendo
de la ubicacién geogréfica y fecha de siembra utilizada). La importancia de ampliar el rango
a 30°C se asocia con la posibilidad de poner en evidencia la Tl, que puede presentarse en
forma moderada (pero persistente) en los genotipos cultivados, en comparacion con las
poblaciones silvestres. Un bajo nivel de T1 puede no parecer un problema si la germinacion
alcanzada a 25°C es alta (> 90%). Sin embargo, deberia considerarse cuidadosamente
teniendo en cuenta que este rasgo puede ser exacerbado por condiciones que promueven la
hipoxia (como los tratamientos de recubrimiento de los aquenios -“curado”-, 0 la siembra en
suelos excesivamente secos y/o humedos y altas temperaturas; Huo y Bradford, 2015).
Dominguez et al. (2019) trabajaron con una linea endocriadas y un hibrido comercial (ambos

mostrando TI), y observaron que la incubacion de embriones aislados a 30°C (que
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germinaron completamente en agua) en condiciones de hipoxia inhibié la germinacion. Esto
sugiere que al menos parte del efecto inhibitorio del pericarpio estd mediado por la limitacién
de la difusion de O al embrién. La deteccion de esta propension a la Tl en un genotipo
cultivado puede ayudar a disefiar protocolos de procesamiento para evitar condiciones que
exacerben este caracter, asi como prestar atencion a los genotipos que presentan este caracter
durante la etapa de mejoramiento. Nuestros resultados con semillas incubadas en ABA
sugieren que la TI podria estar relacionada con una mayor sefializacion de ABA en el
embrion (Fig. 2.9), aunque las caracteristicas de la cubierta seminal y del pericarpio
(dependientes principalmente del genotipo materno) también podrian tener un papel
relevante. En el Capitulo 3 se indagara en forma més precisa la contribucion del cigoto y de
las cubiertas del aquenio.

Ademaés de la contribucion del genotipo al fenotipo de dormicion, se sabe que el ambiente
materno afecta profundamente a los caracteres de dormicion en girasol, como reportaron por
primera vez Bodrone et al. (2017), Lachabrouilli et al. (2021) y Riveira-Rubin et al. (2021).
En este capitulo, los experimentos (1, 2 y 3) se sembraron en una fecha considerada como

“temprana” dentro de la estacion de crecimiento, y las variables ambientales indican que las

condiciones meteoroldgicas fueron similares entre afios (Cuadro S. 2.1). Las diferencias
observadas en la radiacion acumulada se debieron al retraso de la cosecha en el experimento
1, que puede explicar en parte los menores niveles de dormicion al momento de cosecha en
comparacion con el experimento 2. Sin embargo, la mayoria de los genotipos en el
experimento 2 parecian tener mayores niveles de dormicion en comparacion con el
experimento 1, mas alla de este retraso en el momento de la cosecha. Este efecto "afio"

también hizo que algunos genotipos se agruparan de forma diferente entre experimentos. En
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el experimento 1, la linea HA89 tuvo menores niveles de dormicion (menor DEBT y sin TI)
mientras que en el experimento 2 tuvo una mayor DEBT y TI més marcada. Por lo tanto, es
importante realizar el fenotipado en mas de un afio y/o ambiente. Sin embargo, el uso de
diferentes fechas de siembra dentro de una misma campafia (como una forma de generar
diferentes ambientes) debe ser considerado cuidadosamente, ya que las siembras tardias
pueden reducir significativamente el nivel de dormicion y el contraste entre genotipos
(Riveira-Rubin et al., 2021). Ademas, en el Capitulo 4 de esta tesis se resalta la importancia
de la manipulacion de las condiciones de los aquenios postcosecha, ya que el CH de los
aquenios durante el almacenaje puede afectar en gran medida al proceso de post-maduracion.
El hecho de que la cosecha se retrasara en el experimento 1 significd que los aquenios ya
estaban lo suficientemente secos para post-madurar en el campo bajo condiciones no
controladas.

El modelado de la respuesta de germinacion a lo largo del rango térmico de incubacion apoya
que los patrones de respuesta aparentemente complejos para los diferentes genotipos pueden
explicarse por el peso relativo de dos mecanismos que operan en ambos extremos del rango
térmico (Fig. 2.7, 2.8). Para los tres genotipos se observé que, durante la post-maduracion
en seco, la Ti(50) se desplaz6 varios grados hacia valores mas bajos, como resultado de la
atenuacion de la DEBT. Este mecanismo parece ser comUn a todos los genotipos evaluados.
Por otro lado, la Ts(50) cambidé comparativamente menos en postcosecha que la T;i(50),
reflejando el caracter “persistente” de la TI, pero fue muy diferente entre genotipos (casi
10°C menor en genotipos con TI intensa, como los silvestres). El rango de temperaturas
permisivas para la germinacion -intervalo Ti(50)/Ts(50)- para el girasol silvestre AAL fue

mas estrecha que en los cultivados, y se corresponde con lo observado por Hernandez et al.
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(2019). Estos autores también han discutido la posible implicancia de los cambios en los
atributos de dormicion en respuesta temperaturas del suelo més frias (visto a través del
corrimiento de la Ti(50) durante la post-maduracién) lo que llevo a una rapida adaptacion de
los girasoles invasores en Argentina (Presotto et al., 2020). La Ts(50) tuvo cambios menores
durante el almacenaje, resultando en valores méas bajos en genotipos que presentaron Tl
(1579 y menor aun en AAL). Esto sefiala que TI es un carécter genotipo dependiente.
Ademaés, al disminuir los niveles de dormicion durante el almacenaje, el intervalo de
temperatura permisible para la germinacion se amplio, la velocidad y la sincronicidad de la
germinacion aumentaron (disminucion TT y el oTT, Cuadro 2.2). La variabilidad
intraespecifica de estos parametros fue evidente (genotipos cultivados -609, 1579-
presentaron un TT y ¢TT menor junto a una Ty mayor que el silvestre -AAL-).

La presencia de cierto grado de Tl en los genotipos cultivados puede reflejar un caracter
“silvestre” que permanece en genotipos con una menor historia de mejora, como en el 1579

(reconocido en la base de datos del GRIN del USDA -https://npgsweb.ars-

grin.gov/gringlobal/search- como "poco mejorado” o “silvestre™). Cuando se compararon los

girasoles silvestres y los cultivados en el experimento 1, se observo cierta asociacion entre
el contenido de aceite (un caracter importante en el mejoramiento de girasol) y la dormicion
(Fig. S. 2.3 A). Sin embargo, en ausencia de girasoles silvestres, el contenido de aceite (asi
como el peso seco de los aquenios) no se relaciono con la T1 ni con ninguno de los atributos
de dormicion analizados en el experimento 2 (Fig. S. 2.3 B). De hecho, ambos genotipos de
"dormicion extrema™ 561 y HA342 tuvieron contenidos de aceite similares (52%). Nuestros
resultados sugieren que los caracteres de dormicion "silvestre™ persisten en las lineas

endocriadas de girasol “élite”, mejoradas para un alto contenido en aceite, contribuyendo a
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una alta variabilidad y una baja predictibilidad del fenotipo de dormicién en los hibridos
comerciales obtenidos a partir de estas lineas. Otra caracteristica fue la asociacion en ambos
experimentos entre la dormicion y el tiempo a floracion de los distintos genotipos, evidencia
ya observada en Arabidopsis y lechuga, entre otras especies (Ritland, 1983; Penfield y
MacGregor, 2017; Auge et al., 2019).

El papel central de la sefializacion del ABA en el embridn coincide con trabajos anteriores
del grupo de trabajo (Bodrone et al., 2017; Rodriguez et al., 2018) donde la capacidad de
respuesta del embridn al ABA también se relacion6 con las diferencias en la dormicién de
los aquenios (seguln lo afectado por el ambiente materno o por la temperatura de almacenaje).
En este capitulo se observo que las diferencias en dormicion de los aquenios entre genotipos
se asociaron con las variaciones en la capacidad de respuesta de la semilla al ABA (Fig. 2.9).
Es asi como la capacidad de respuesta de la semilla al ABA se relacion6 positivamente con
la germinacién de los aquenios, afectada tanto por la DEBT como por la TI. Aunque la Tl
es impuesta sobre el embridn por parte de las cubiertas de los frutos (donde las semillas y
embriones germinan completamente a 30°C, como observaron Dominguez et al., 2019).
Nuestros resultados apoyan que la T1 implica una mayor sensibilidad del embrion al ABA,
como observaron en lechuga Argyris et al. (2008). Las cubiertas del fruto aumentan la
capacidad de respuesta del embrién al ABA enddgeno y, aunque no se ha demostrado el
mecanismo exacto, y diferentes trabajos apuntan a la restriccion de los niveles de O, debajo
de las cubiertas (Corbineau et al., 1990; Rolletschek et al., 2007, 2009; Dominguez et al.,
2019). La TI persistente impuesta por el pericarpio sugiere la participacion de la hipoxia,
fomentada por mayores tasas metabdlicas y una menor solubilidad del Oz en el agua a altas

temperaturas de incubacion. A pesar de que la respuesta del embrion al ABA es siempre mas
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marcada a bajas temperaturas de incubacion (DEBT) que, a altas, y el O podria ser menos
limitante a bajas temperaturas sin tener alguna injerencia en la respuesta de germinacion. La
expresion de la dormicién a lo largo del rango térmico, por lo tanto, puede ser el resultado
de una disminucién de la capacidad de respuesta del embrion al ABA desde temperaturas de
incubacién mas bajas a mas altas, en conjunto a un aumento de la sefializacién de ABA por
aumento de los niveles de hipoxia (generada indirectamente por altas temperaturas en
combinacion con las cubiertas del fruto). Este posible mecanismo serd indagado en mayor

detalle en el Capitulo 3 de esta tesis sobre un menor nimero de genotipos cultivados.

2.5.  Conclusiones
Los resultados presentados en este capitulo muestran que hay una considerable variabilidad

genotipica para los atributos de dormicion en girasol. Todos los genotipos, silvestres y
cultivados, muestran grados variables de DEBT, sin embargo, la Tl puede presentarse en
girasoles silvestres y algunos materiales cultivados. Las diferencias en la intensidad de
DEBT y Tl entre genotipos parece relacionarse positivamente con la respuesta del embrion
al ABA. Estos resultados destacan el papel del embrion en el control de la respuesta de

germinacion del aquenio.



Capitulo 3:

Herencia de la dormicion y termo-inhibicion en aquenios
hibridos de girasol. Estudio del rol de las cubiertas y del cigoto
en estas respuestas.

Resumen
En este capitulo se abordd el estudio de la herencia de la DEBT y de la Tl en aquenios

hibridos de girasol. La dormicion del aquenio puede deberse a un bloqueo en el embrién y/o
a un efecto restrictivo sobre el embrién por parte de las cubiertas que lo rodean. El aporte
genético de cada parental a los componentes del fruto (embrién o cubiertas) sera diferente
segun el rol en la cruza y podria tener implicancias en el fenotipo de dormicion de la F1.
Esto se investigd realizando cruzamientos reciprocos utilizando tres lineas endocriadas
aceiteras (1579, HA342, B123) con niveles intermedios-altos de DEBT y con Tl, y una linea
con baja DEBT y sin TI (609). Para los parentales y los hibridos se evalué germinacion de
aquenios, semillas y embriones al momento de cosecha y en postcosecha, a 10 y 30°C, y la
respuesta a hormonas e inhibidores. Las diferencias entre genotipos para la DEBT se
asociaron con diferentes Tso principalmente a 30°C, y la Tl se asocié con el méximo valor
de germinacion a 30°C alcanzado durante el almacenaje. Los resultados apoyan una herencia
mixta, de origen nuclear con dominancia incompleta para la DEBT, y una herencia
combinada -nuclear y materna (a través de las cubiertas)- para la Tl. La herencia de Tl en la
F1 se observo solamente en los cruzamientos donde la madre fue uno de los parentales con
mayor dormicion (de acuerdo con mayores Tso de aquenios y embriones, mayor sensibilidad
a ABA y menor respuesta a GA y etefdn) y con caracteristicas morfoldgicas del pericarpio
(mayor espesor y esclerosamiento del parénquima medio) que sugieren una menor
permeabilidad de este al intercambio gaseoso. La sensibilidad al ABA fue exacerbada por la

hipoxia a 30°C, apoyando el rol del pericarpio en la inhibicion de la germinacion a través de

55



56

esta via hormonal. Por otro lado, los niveles enddgenos de ABA en el embridn durante el
desarrollo no se asociaron con los niveles de dormicion. Al momento de cosecha, los niveles
de ABA se asociaron inversamente con el nivel de dormicion de los parentales, sugiriendo
una posible regulacion negativa del metabolismo de ABA por su propia via de sefializacion.
Esto resalta la importancia de los cambios en la sensibilidad al ABA en la expresion de
distintos niveles de dormicion y de la Tl, y un rol secundario del metabolismo de esta

hormona.
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3.1. Introduccién

La dormicion de las semillas o frutos es un caracter cuantitativo gobernado por multiples
genes, y su herencia es compleja debido a que involucra tejidos y 6rganos de diversa
composicion genetica de los parentales (Hilhorst, 1995; Finch-Savage y Leubner-Metzger,
2006). Por ejemplo, el aquenio de girasol esta compuesto por estructuras o tejidos que varian
en su dotacion genética: el embrion es diploide (12:13), el endosperma es triploide
(22:13), y tanto la testa como el pericarpio son diploides, pero de origen exclusivamente
materno (29, derivan del ovario y receptaculo de la flor; Boesewinkel y Bouman, 1995).
Dependiendo de la participacion de las distintas estructuras en la dormicion del aquenio se
definiran las vias de herencia (materna o nuclear/cigotica) para la dormicion en la progenie
(ver Fig. 3.1). La herencia materna puede resultar de la prevalencia del genotipo materno en
las cubiertas, y/o de una herencia extra cromosdmica asociada a factores citoplasmaticos
(ADN de las organelas) que también son heredados exclusivamente por via materna (y en
este caso pueden afectar el fenotipo del embrion; Foley y Fennimore, 2008; Roach y Wulff,
1987; Wolf y Wade, 2009). Es importante separar estos conceptos de “herencia materna” de
los llamados “efectos maternos” que son aquellos asociados con el ambiente percibido por
la planta madre (p. ej. radiacion, temperatura, fotoperiodo) y por los frutos durante su
desarrollo y que modifican de alguna manera atributos de la progenie (Penfield y

MacGregor, 2017).

Trabajos previos apoyan distintas vias de herencia para el caracter dormicion y reflejan la
importancia relativa de diferentes estructuras en el control de la dormicién, las cuales varian
entre especies. La herencia por via materna se observé en varias especies donde la dormicién

estd impuesta por las cubiertas de la semilla (o del fruto), como Arabidopsis (Fedi et al.,
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2017; Piskurewicz et al., 2016; Tamura et al., 2006), arveja (Garbutt y Witcombe, 1986),
petunia (Girard, 1990) y también en girasol silvestre (Brunick, 2007; Hernandez et al., 2017;
Pace et al., 2015; Weiss et al., 2013). Arabidopsis, p. €j., es un claro caso de dormicion
impuesta por las cubiertas, con un aporte relevante de la testa y del endosperma. En semillas
dormidas o con TI, la fina capa de endosperma reprime el crecimiento del embrion a través
de la sintesis y transporte de ABA al embrion (Debeaujon et al., 2000; Bethke et al., 2007;
Lee et al., 2010; Kang et al., 2015). Este proceso requiere también de la presencia de una
testa pigmentada y de una cuticula suberizada en la cara externa del endosperma, lo que
posiblemente limita el ingreso de O, (Koorneef, 1981, 1990; Fedi et al., 2017). En algunas
especies (p.€j., lechuga o Arabidopsis), las células del endosperma micropilar tienen paredes
de gran rigidez y su debilitamiento es necesario para completar la germinacion (Sung et al.,
2008; Nambara et al., 2010). El agregado de ABA inhibe la sintesis de las enzimas que
actlian en la degradacion de la pared celular (Groot y Karssen, 1992; Muller et al., 2006).
Tanto el metabolismo como la sensibilidad al ABA resulto ser un factor importante en la
regulacion de la T1 en semillas de lechuga (Gonai et al., 2004; Argiris et al., 2008). El alto
grado de esclerosamiento del pericarpio observado en girasoles silvestres también se asocio
con la dormicién por cubiertas predominante en estos materiales y en frutos hibridos
derivados de cruzas entre materiales silvestres y cultivados (Brunick, 2007; Hernandez et
al., 2017). Sin embargo, en girasol, se desconocen ain aspectos basicos del mecanismo
involucrado en la regulacion de la germinacion por las cubiertas y su interaccion con el
componente embrionario. Algunos resultados sugieren que las cubiertas (endosperma +
pericarpio) aumentan la sensibilidad del embrion al ABA al restringir la difusion de O al

embrion, sin alterar el metabolismo de ABA (Dominguez et al., 2019). Sin embargo, esta
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relacion entre hipoxia y sensibilidad al ABA no se ha demostrado claramente aun en girasol
y en relacion con la DEBT y a la TI. En cuanto al rol del endosperma, no se ha evaluado si
también contribuye a la inhibicion de la germinacion mediante la sintesis y transporte de

ABA hacia el embrion como en Arabidopsis.

La influencia del parental materno sobre rasgos asociados con las cubiertas seminales puede
deberse, ademas del balance cromosémico a favor del parental materno (29:13), a un
mecanismo de regulacion epigenética. Piskurewicz et al. (2016) demostraron en Arabidopsis
la existencia de “imprinting” gendmico en el endosperma, proceso que conduce a la
expresion exclusiva de alelos de la madre, resultando en un fenotipo de dormicion similar al
del parental materno. Por otro lado, la dormicion asociada al embrion podria estar definida
por el genotipo del cigoto o herencia nuclear (con aportes equivalentes de ambos parentales);
en este caso, la dominancia puede ser de tipo completa (la progenie se comporta como uno
de los parentales), incompleta (el fenotipo de la progenie es intermedio a ambos parentales)
o codominancia (los fenotipos de ambos parentales se expresan simultdneamente en la
progenie; Miko, 2008) (ver esquema de tipos de herencia, Fig. 3.1). Algunos ejemplos de
herencia nuclear fueron reportados en trigo (Lan et al., 2005), arroz (Gu et al., 2003) y
lechuga (Eenink, 1981), donde el fenotipo de dormicion dependio del genotipo del cigoto, y

se correspondieron con una dominancia de tipo incompleta.

Trabajos previos en girasol (Presotto et al., 2014; Weiss et al., 2013; Seiler, 2007)
investigaron la herencia de la dormicion en frutos obtenidos a partir de la hibridacion de
girasoles cultivados y silvestres, dentro del contexto de la migracion de genes hacia especies
maleza. En genotipos cultivados, la seleccion se oriento en lograr un incremento del tamafio

de la semilla, asi como una germinacion rapida y uniforme, en detrimento de los niveles de
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dormicion y espesor de las cubiertas (Hancock, 2012). Por un lado, Seiler (2007) y Brunick
(2007) encontraron que la dormicién profunda y prolongada en aquenios de varios genotipos
silvestres esta determinada exclusivamente por las cubiertas (sin dormicién embrionaria).
Weiss et al. (2013) y Herndndez et al. (2017) observaron que la semilla hibrida presenta
altos niveles de dormicion semejantes al parental materno silvestre en un amplio rango de
temperaturas de incubacién (10, 20 y 30°C). Estos trabajos apoyan un rol protagénico de las
cubiertas en la dormicion del fruto, y la herencia por via materna. La dormicion por cubiertas
caracteristica de los girasoles silvestres parece estar presente (aungque mas atenuada) en
algunos genotipos cultivados con dormicion extendida durante el almacenaje y con presencia
parcial de TI. Sin embargo, dentro de los genotipos cultivados, la importancia relativa del
aporte del embrion y de las cubiertas a la dormicién del fruto puede variar enormemente (ver
Capitulo 2). Debido a que el nivel de dormicion del aquenio resulta de la interaccién entre
cubiertas y embrion, es aun dificil explicar el fenotipo de dormicién que tendra la progenie
hibrida obtenida a partir de la cruza entre parentales con fenotipos de dormicion

contrastantes y segun el rol de éstos en la cruza.

Los cruzamientos reciprocos constituyen una herramienta valiosa para investigar el aporte de
las estructuras (embrién, endosperma y pericarpio) a la dormicion del fruto a través de los
patrones de herencia en la progenie (Johnson y Dhaliwal, 1976). La dormicion del aquenio
resulta de propiedades del embrion y de las cubiertas, asi como de las interacciones entre
estas estructuras, que a su vez son moduladas por el ambiente (por ej., fecha de siembra,
temperatura; Bodrone et al., 2017; Lachabrouilli et al., 2021; Pizzorno, 2021; Riveira-Rubin
et al., 2021). Esta complejidad plantea un desafio para el estudio de los mecanismos

involucrados, ya que muchas aproximaciones consideran el andlisis de estos componentes
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por separado, y la simulacién de los efectos de uno sobre el otro. Por ejemplo, la incubacion
de embriones aislados en ABA o bajo hipoxia, son tratamientos que buscan recrear las

posibles restricciones impuestas por las cubiertas (por ej., evitando la difusion del ABA,

Aquenios

L) L
Dominancia x A Dominancia incompleta

100" A 100 C
£ 75
£ Embriones
o 504 1
E HM Citoplasmatica
T F TN 7o)
R 25
& = E
0 ]
A AxE BxA B A AxB Bxa B 2
a5
Dominancia x B Herencia materna i S =
100- TR rrvcemmepror e ST T €
= 3 2
£ B| .. D
E ol
] A  AxB BxA B
o 50 §0- —
E Imp. cublertas
E o T
g 28+ —
E
0 0 = ™
A  AxE BxA B A AxB BxA B 3
a 50
100 '7; 25
-
S o
o~
~ 754
=
3
T 504
£
£
D 25
O
0 T T T

0 3 60 90 120 150
Dias desde cosecha (DDC)

Fig. 3. 1. Esquema simplificado de tipos de herencia que pueden presentar los aquenios (A, B, C, D,
G): Dominancia por alelos de un parental sobre el otro (A, B), dominancia incompleta (C) y herencia
materna (D). En esta ultima, los embriones aislados pueden presentar dos tipos de fenotipos, (E)
donde ambas cruzas se asemejan al parental materno debido a herencia materna tipo citoplasmatica
o (F) que el comportamiento de los aguenios sea independiente al de los embriones (F). Finalmente
se muestra un panel (G) con la dinamica de germinacion de aquenios enteros durante la post-cosecha:
genotipos de baja (A), alta dormicion (B) y termo-inhibicion (C) -en lineas llenas-. En caso de
observarse dominancia completa ambas cruzas se comportarian como uno de los parentales.
Alternativamente en presencia de dominancia incompleta ambos hibridos seran idénticas e
intermedias a los parentales (AxB, BxA) -lineas punteadas- y en caso de haber herencia materna, la
cruza se desplazaria hacia su parental materno (A y AxB, B y BxA). En caso de que la herencia
materna se dé por efectos citoplasmaticos los embriones aislados de los hibridos deberian parecerse
a su parental materno. En caso de que predomine una herencia materna asociada a las cubiertas (y no
exclusivamente al embridn), los embriones deberian mostrar un fenotipo similar entre si (pudiendo
ser a la vez similar o intermedio a los parentales). Ademas, otro caso de presencia de termo-inhibicion
(herencia materna debido a cubiertas) y su expresion en el fenotipo de la cruza (CxA).
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limitando su catabolismo 0 aumentando su sefializacion). Debido a que el efecto restrictivo
para la germinacion del pericarpio de un genotipo determinado dependera a su vez de la
susceptibilidad del embrién a este efecto, una forma de ponderar los efectos de ambos
factores es evaluando las cruzas reciprocas. En este caso, un mismo genotipo de embrion
(hibrido) aparece combinado con cubiertas de uno u otro parental, ofreciendo un sistema
experimental que permite evaluar el aporte relativo de las cubiertas y del cigoto en la
respuesta del fruto entero. Esto, contribuiria a la comprension de los mecanismos de
dormicion que se asocian a su vez con la variabilidad para este caracter en los girasoles
cultivados. Asi mismo, el conocimiento generado aportaria a la planificacién de

cruzamientos para la obtencién de semilla hibrida con alto valor comercial.

En el presente trabajo se buscd (i) determinar el patron de herencia para los caracteres que
reflejan los mecanismos de dormicién de frutos (DEBT y TI) evaluando el comportamiento
de los hibridos F1 con respecto a ambos parentales (seleccionados por representar los grupos
fenotipicos determinados en el Capitulo 2). Ademas, (ii) se buscé asociar los patrones de
herencia encontrados con las distintas determinaciones fisioldgicas (capacidad de respuesta
a ABA, GA y Etefdén, niveles enddgenos de ABA, respuesta a la hipoxia durante la
incubacion) y estructurales/morfoldgicas (p. ej. tamafio y peso del aquenio, caracteristicas

anatomicas del pericarpio).

3.2. Materiales y métodos
3.2.1. Cultivo de parentales contrastantes y realizacion de cruzamientos reciprocos
En una instancia posterior, de acuerdo con los “fenotipos” de dormicidon encontrados en el

Capitulo 2, se eligieron genotipos contrastantes, representativos de dichos grupos y se

realizaron cruzamientos reciprocos (YAx3B y $BxJ3A) con el fin de evaluar la herencia
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del carécter. Los ensayos a campo se llevaron a cabo en el campo experimental de la Catedra
de Cerealicultura de la Facultad de Agronomia de la Universidad de Buenos Aires durante
la campafia 2017-2018 y 2018-2019 (experimento 4 y 5 respectivamente, ver fenologia en
Cuadro S. 3.1). El cultivo se condujo bajo la misma metodologia citada en el Capitulo 2 (ver
2.2.1. Material vegetal y experimentos a campo). Los experimentos a campo se sembraron
en micro parcelas (una por genotipo, asignada al azar en la parcela) de 8 hileras de 10-12 m
cada una (Imagen 3.1).

Los genotipos cultivados en ambos experimentos fueron las lineas 609 (dormicion baja-
intermedia sin TI), 1579 (dormicion intermedia-alta con TI), HA342 y B123 (cultivado con
dormicién alta y TI; solo en el experimento 4). Se realiz6 un escalonamiento de las fechas
de siembra para sincronizar la fecha de floracion (R5.1) entre los distintos genotipos (ver
Imagen 3.1). La fenologia de las plantas individuales se siguié de acuerdo con la escala de
Schneiter y Miller (1981). En R4, se cubri6 cada capitulo con una bolsa de poliamida semi-
pesado para evitar la polinizacién cruzada entre los estados R5.1 y R5.9 (entre inicio de
floracion y 90% de flores en antesis). Una vez alcanzado R5.1, en los individuos que se
comportaron como madres se realiz6 la castracion retirando las anteras (emasculacion)
diariamente utilizando pinzas curvas de precision. Esta tarea se realizé al amanecer, recién
emergidas las anteras previo a que se produzca su apertura y liberacion del polen (debido a
la emergencia de los estigmas). Los restos de polen de las anteras emasculadas se quitaron
facilmente con un rociador de agua. Vale la pena resaltar que la receptividad de los estigmas
suele ser baja durante el primer dia de su exposicion, por lo cual la posibilidad de
contaminacion con el polen de la misma flor resulta ser casi nula (esto reduce la probabilidad

de autopolinizacion). Habiendo alcanzado un 60% de la emasculacion del capitulo se
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procedio al calado, que consistid en retirar las flores centrales mediante una tijera y pinza de
precision para evitar que la posterior apertura floral de la region central contamine las anteras
de las flores emasculadas los dias previos. El calado se realiz6 también en las plantas que se
comportaron como parentales puros (?AXJA 'y @BxJdB) para evitar distinta provision de
fotoasimilados por unidad de destinos (relacion fuente/destino) que puedan influir en los
niveles de dormicion. Se recolect6 polen en forma manual de las plantas seleccionadas como
padres y se coloco en bolsas plasticas para luego almacenar a 4°C. La polinizacion se realiz6
en forma manual en dos instancias: cuando la castracion del capitulo “madre” alcanz6 el

30% vy luego al 60% de las flores, evitando la pérdida de viabilidad y receptividad de los

WAL SRR e -

Imagen 3. 1. Labores culturales en el cultivo luego de la siembra manual de los parentales: (A)
Proteccién quimica contra enfermedades y plagas, (B) Retiro manual de las malezas a través de
zapin en el surco y/o rastra manual en el entresurco. También se siguid la evolucion fenoldgica
en cada individuo periddicamente desde R1-estrella visible- hasta R5.9 -90% de flores en
antesis (C, D).
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Imagen 3. 2. Secuencia de labores realizadas durante los cruzamientos entre parentales: (A)
Comienzo de floracién -R5.1- del capitulo, (B, C) emasculacién del capitulo a través del retiro de las
anteras emergidas durante cada dia, (D) emasculacion de las ultimas flores -60% del capitulo- y
calado/retirado de las flores centrales, (E) colecta de polen y (F) polinizacidn a través de pinceles con
polen del genotipo objetivo.

estigmas (Imagen 3.2). Alcanzado el cuaje de los frutos, se realiz6 el monitoreo del CH para
determinar el momento de madurez fisioldgica (solo sobre las plantas que se comportaron
como parentales puros) y de cosecha. Luego, se cosecharon los capitulos y se trillaron
manualmente conservando los aquenios del tercio medio. El secado se realizé en secadoras
experimentales a una temperatura de 35°C hasta lograr 6-7% de humedad (procedimiento de
secado postcosecha utilizado por la industria semillera). Los aquenios se almacenaron en
bolsas de papel, que a su vez se guardaron dentro de bolsas de plastico con cierre hermético

a 25°C en una camara con temperatura controlada.

3.2.2. Ensayos de germinacion
Para los ensayos de germinacién se seleccionaron plantas de cada genotipo (parentales e

hibridos) que coincidieron en fenologia y fecha de floracion (R-5.1 ocurrio dentro de una
ventana no mayor a 4-5 d). En los ensayos de germinacion se incubaron 25 aquenios /
semillas 0 20 embriones por caja de Petri con doble papel de filtro y 6 ml de agua destilada

(3 réplicas por tratamiento) por 15 d en cadmaras con control de temperatura y se realizaron
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recuentos periddicos (2-3 d) de germinacién retirando las unidades germinadas, y agregando
agua de ser necesario. Las pruebas se llevaron a cabo en distintos momentos durante el
desarrollo (12-14, 26-27 d desde floracion -DDF-), al momento de cosecha (una vez
acondicionado) y durante el almacenaje para asi seguir su dindmica de SD.

A. Evaluacion del nivel de dormicion de los frutos y contribuciéon de las distintas
cubiertas y del embrién: Se incubaron aquenios, semillas o embriones a temperaturas
extremas dentro del rango térmico de incubacion (10 y 30°C).

B. Evaluacidn de sensibilidad de distintas estructuras a hormonas vegetales y distintos
inhibidores de sintesis: Se incubaron aquenios y embriones en agua destilada (tratamiento
control) y combinaciones con distintas soluciones de hormonas (ABA, GAs3, etileno — p. ej.
Etefon -, peroxido de hidrogeno -H.0.-) a distintas concentraciones y pruebas en
combinacidn con distintos inhibidores de sintesis de hormonas (GAs, Trinexapac-etil; ABA,
Fluridone; Etileno, CoCl2). Se combinaron estos medios de incubacion con temperaturas

extremas dentro del rango térmico de incubacion (10 y 30°C).

3.2.3. Determinacién de ABA enddgeno por radioinmunoandlisis

En el experimento 4 se tomaron muestras de aquenios en desarrollo (12/14, 26 DDF), al
momento de cosecha y en la postcosecha (150 DDC) para determinar niveles enddgenos de
ABA y también determinar diferencias en la capacidad de sintesis de novo durante la
incubacion. Para esto ultimo, se incubaron aquenios en agua destilada y en Fluridone 100
HUM. Se evalud también un posible efecto del etileno en el metabolismo del ABA, incubando
aquenios en etefén 50 uM. Luego de 24 h de incubacién se retiraron las cubiertas, se
disectaron los embriones y se congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido, y luego se

almacenaron a -80°C hasta su procesamiento. Posteriormente las muestras se liofilizaron
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(criodesecacion al vacio), se pesaron y se molieron para la extraccion acuosa de ABA. La
cuantificacion de los extractos de ABA se realiz6 por radioinmunoanélisis (Steinbach et al.,
1995) y los datos se expresaron en picogramos (pg) de ABA por gramo de peso seco de la

muestra original.

3.2.4. Evaluacion de la sensibilidad a hipoxia durante la incubacion

Se evaluo la capacidad germinativa de aquenios y embriones bajo condiciones de hipoxia y
normoxia (3% y 21% Oy). Las incubaciones se hicieron dentro de una cdmara plastica semi-
hermética (Model C-274, BioSpherix, New York), colocada dentro de una incubadora (con
control de temperatura) y conectada a un controlador de O, (PRO-OX Model 110,
BioSpherix, New York; Imagen 3.3). EI mismo se conecta a un tubo de gas N2 y este gas es
inyectado a la camara para mantener un nivel estable de O (en este caso 3%). El uso de esta
concentracion de O se baso en los resultados previos del grupo de trabajo para una linea e
hibrido comercial (Dominguez et al., 2019). La temperatura de incubacion utilizada fue de
30°C, dado que en dichas condiciones se expresa la TI de los aquenios. Ademas, se evaluo
la sensibilidad de embriones al ABA bajo dichas condiciones de hipoxia. Ensayos de
hipoxia: Los embriones y aquenios se incubaron sobre papel de filtro colocado sobre una
capa de algoddn (2 cm de espesor aprox.) dentro de bandejas plasticas (9 cm de ancho x 6
cm de profundidad x 4 cm de alto). El algodon y papel se hidrataron con 55 ml de agua
destilada o de diferentes concentraciones de ABA (0.5, 1, 5, 25 uM). Cada bandeja plastica
contuvo 20 unidades (frutos o embriones) y se hicieron tres repeticiones (n=3). Al finalizar
el periodo de incubacién (7 d) se realizd un recuento de germinacion. Cabe aclarar que las

situaciones de hipoxia sobre los embriones simularon una restriccién al intercambio del gas
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impuesto por el pericarpio y la cubierta seminal, mientras que el efecto buscado sobre los

aquenios fue el de una doble restriccion a la disponibilidad de Ox.

Y/ /774 4 11 LA A SN S SRR A

Imagen 3. 3. (A) Cémara plastica semi-hermética donde se modifica la atmosfera gaseosa, por dentro
cuenta con estantes para colocar las bandejas plasticas y externamente con un sensor controlador de
0O, y una manguera de entrada de gas, proveniente del regulador de flujo de gas, (B) regulador de
flujo de gas y concentracion de O; y (C) tubo de O, con su correspondiente reguladora de presion,
conectado al regulador de flujo.

3.2.5. Caracterizacion anatdmica y determinaciones sobre componentes morfoldgicos

del aguenio
Para identificar y describir cambios en la estructura morfoldgica (grosor, nimero de capas

celulares, células esclerificadas, etc.) del pericarpio de los frutos (Lindstrom et al., 2007) en
los parentales (609, 1579, HA342, B123) e hibridos reciprocos de aquenios al momento de
cosecha. Las muestras fueron procesadas en el servicio de anatomia vegetal de la Catedra de
Botanica Agricola de la FAUBA por la Ing. Agr. Mag. Anita Mantese. Se realizaron
preparados histoldgicos siguiendo la metodologia clasica de inclusién en parafina (Johasen,
1940). Las muestras se fijaron en la FAA durante 48 h, se deshidrataron en una serie
ascendente de alcoholes, se clarificaron con xilol y finalmente se incluyeron en parafina pura.
Luego se obtuvieron cortes seriados de 10-15 pum de espesor utilizando un microtomo
rotativo de Minot. Finalmente, se tifieron con la doble coloracién de safranina fast-green que

permite distinguir la pared celular primaria y secundariay se realizé un ensamblaje definitivo
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con el Bélsamo de Canada. Se observaron los preparados histoldgicos y se fotografiaron con
un microscopio de fluorescencia (Zeiss, Axioplan), y se contaron las capas de células del
pericarpio (distinguiendo dentro del parénquima medio las células esclerosadas). Las
mediciones del ancho del pericarpio se realizaron a partir de fotomicrografias digitales
utilizando el programa Image Tool (Wilcox et al., 2002). Para la caracterizacion de los
tejidos (capas del pericarpio) se tuvieron en cuenta protocolos de trabajos sobre anatomia de
frutos de asteraceas (Basak y Mukherjee, 2001; Pandey y Dhakal, 2001; Marzinek et al.,

2008; Cavaleri De-Paula et al., 2013; Mantese et al., 2006; Lindstrom et al., 2007, 2015).

Ademas, se busco describir la estructura morfoldgica de los componentes del aquenio de
cada genotipo (parentales y sus hibridos). Dentro de las variables que se midieron fueron las
dimensiones del aquenio al momento de cosecha (largo, ancho y espesor) sobre una muestra
de 10 aquenios utilizando un calibre. Ademas, se midié el peso de cien aquenios (realizando
triplicados), determinando luego el peso de la semilla y el pericarpio por separado

(calculando luego la relacion pericarpio/semilla).

3.2.6. Andlisis estadistico

Se realizaron analisis de varianza (ANOVA) y test de Tukey (con p<0,05) para el estudio de
determinaciones de diferencias germinativas en tratamientos con inhibidores y agentes
oxidantes e hipoxia, niveles endégenos de ABA, morfoldgicas del aquenio y anatomia del
pericarpio utilizando el programa InfoStat 2018 (Di Rienzo et al., 2018) asistido por R Studio
Statistics (Central Core R, 2017). Para las figuras se us6 GraphPad Prism 7.0 (Motulsky,
2003). Para el analisis de correlaciones mdltiples y ACP las variables de estudio se

normalizaron y se realizaron utilizando el software R Studio Statistics y librerias anexas.
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3.3. Resultados

3.3.1. Condiciones ambientales experimentadas por parentales e hibridos durante el
desarrollo de los aguenios
En el experimento 4, debido a la buena sincronizacion de la floracion de los 4 parentales

utilizados, los frutos de los parentales y de los hibridos estuvieron expuestos a condiciones
ambientales similares durante su desarrollo y la maduracién (Cuadro S. 3.1). Las condiciones
térmicas y de radiacién medidas en la etapa antesis-madurez fisiologica (R5.5-R9) no
difirieron significativamente entre genotipos, con rangos entre 25,0 - 25,3°C y 25,6 - 25,9
MJ/m?. En el experimento 5, debido al retraso considerable de la fecha de siembra (40 d en
promedio) la temperatura y radiacion media descendi6 con respecto al experimento 4 en el
orden de 2,8°C y 5 MJ/m? en promedio. Ademas, se observaron desfasajes en el tiempo a
floracion en los parentales HA342 y 1579 con respecto a 609 (la fecha de floracion ocurrio
una semana mas tarde) que llevd también a un atraso de los hibridos en los que se
comportaron como madre en este parental. Tanto los parentales como los hibridos en los
cuales se comportaron como madre HA342 y 1579 exploraron valores de temperatura y
radiacion media similares entres si (22,9-23°C y 21,5-21,8 MJ/m? para HA342,y 21,7y 19,8
MJ/m? para 609). Se podria concluir que los genotipos dentro de cada afio de experimento
exploraron condiciones ambientales similares por lo cual no se esperan efectos maternos
diferenciales. Por otro lado, el experimento 5 explord un ambiente con menores temperaturas
medias y menor radiacion, lo que trajo una disminucién de los niveles de dormicion en todos

los genotipos.

3.3.2. Caracterizacion de la dindmica de salida de la dormicion (SD) en los
parentales (experimento 4)
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Fig. 3. 2. Evolucion de la germinacion final (%) durante la postcosecha (DDC) de los parentales 609
(circulos para dos fechas de floracion 1y 2), 1579 (cuadrados), HA342 (tridngulos) y B123 (rombos).
Se observa la germinacion de aquenios, semillas y embriones (graficos de izquierda a derecha) a dos
temperaturas opuestas en el rango de incubacién (10 y 30°C, panel superior e inferior

respectivamente). Los datos corresponden al experimento 4 y cada punto representa la media £ su EE

0 30 80

(n=3).
En la Fig. 3.2 se muestra la evolucién en el tiempo postcosecha del porcentaje final de
germinacion a 10 y a 30°C de incubacidn para los materiales usados como parentales. Se
presentan los resultados para aquenios, semillas (sin pericarpio) y embriones. De acuerdo
con las dinamicas de germinacion en el almacenaje (Tso; Cuadro 3.1), el material 609 mostro
los menores niveles de dormicidn, y los materiales 1579, HA342 y B123 mostraron niveles
de dormicion crecientes. Estos materiales mas dormidos ademas presentaron T1, que limitd
la germinacién maxima a 30°C avanzado el almacenaje. La comparacién de la germinacion
de semillas (sin pericarpio) y embriones permite evaluar un posible efecto de la cubierta
seminal en la dormicion. Con excepcién del genotipo 1579 y solo al momento de cosechay
a 30°C de incubacion (donde la cubierta seminal inhibi6 la germinacion con respecto a los
embriones), ninguno de los genotipos exhibid un efecto relevante de la cubierta seminal en

post-cosecha (la germinacién de semillas y embriones fue similar entre si).
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Cuadro 3. 1. Tiempo en alcanzar el 50% de germinacion durante el almacenaje postcosecha (Tso)
en los parentales e hibridos en las distintas estructuras (aquenio, semilla, embrién) a 30 y 10°C
de incubacion. Las dindmicas se calcularon por extrapolacion lineal en las dindmicas de la Fig.
3.3.

. Aquenio Semilla Embrion
Genotipo
Ts030° Ts5010° Ts030° Ts010° Ts030° Tso 10°
609 0,0 56,2 0,0 0,0 0,0 0,0

609x1579 16,0 49,0 0,0 19,7 0,0 13,4
1579x609 21,0 55,4 0,0 22,9 0,0 18,0
1579 31,7 57,4 9,6 31,0 0,0 18,5
609xHA342 21,6 56,2 4,0 14,5 0,0 50
HA342x609 25,4 56,2 7,0 16,6 0,0 10,0
HA342 1220 976 14,7 26,6 15,3 27,3
609xB123 14,6 44,0 0,0 15,5 0,0 55
B123x609 29,0 70,3 0,0 21,2 0,0 55
B123 150,0 1500 17,4 75,0 21,5 29,0

3.3.3. Germinacion de los sistemas de cruzas al momento de cosecha y durante la

postcosecha
A continuacién, se presentan los resultados de los tres sistemas de cruzas (1579:609,

HA342:609, B123:609) realizados en el experimento 4 de esta tesis (Fig. 3.3).

3.3.3.1. Sistema de cruzas 1579:609
En la Fig. 3.3 A se muestran los resultados de la germinacion final de aquenios, semillas y

embriones a dos temperaturas de incubacion (10 y 30°C), al momento de cosecha y en
diferentes tiempos de almacenaje en postcosecha. Al momento de cosecha, la germinacion
de aquenios a 30°C fue nula para los hibridos y el parental 1579. Sin embargo, la
germinacion de semillas al momento de cosecha mostro que el nivel de dormicion de los
hibridos fue intermedio al de ambos parentales. Esto se ratificO posteriormente con la
dindmica de germinacion (a 30°C) de aquenios, semillas y embriones que fue similar entre
hibridos, los cuales tendieron a presentar valores de Tso intermedios a ambos parentales

(Cuadro 3.1). Esto apoya una dominancia incompleta de la dormicién, sin dominancia de
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1579 (a diferencia de lo que aparentaron los valores de aquenios al momento de cosecha).
En cuanto a la TI, este rasgo se expreso solamente en el parental 1579 como la incapacidad
de superar el 50-60% luego de los 30 DDC. La germinacion de semillas y embriones de
todos los genotipos alcanz6 valores cercanos al 90%, tratdndose de TI impuesta por el
pericarpio en 1579, y la cual no fue heredada a la progenie hibrida.

La dindmica de germinacion de aquenios a 10°C fue similar entre los dos parentales e
hibridos (valores similares de Tso). Sin embargo, se observaron diferencias en los
componentes de dormicién del fruto, donde el parental 609 mostré menor dormicién
embrionaria (mayor germinacion de embriones y semillas al momento de cosecha) en
comparacion a los hibridos y 1579; en estos materiales la dormicion embrionaria se perdio
gradualmente y con una Tso similar. Esto nuevamente sugiere que la dormicion del aquenio

esta definida por el embridn y sigue una herencia nuclear.

3.3.3.2. Sistema de cruzas HA342:609 y B123:609
Estos siguieron patrones de herencia similares (Fig. 3.3. B, C), pero con particularidades

sujetas a cada parental de alta dormicion utilizado en el cruzamiento (Fig. 3.2). En el

sistema de cruzas HA342:609 nuevamente la germinacion a 30°C de aquenios de ambos
hibridos reciprocos al momento de cosecha y durante una primera etapa del almacenaje fue
similar entre si (ver Tso, Cuadro 3.1). La germinacion de aquenios hibridos al momento de
cosecha fue similar al parental de mayor dormicion, pero mostraron una mayor velocidad de
SD durante la postcosecha (menor Tso con respecto a HA432). El parental HA342 al
momento de cosecha presento una alta dormicion embrionaria, mientras la dormicién de
ambos hibridos estuvo impuesta por las cubiertas (alta germinacion de semillas y embriones

desde cosecha). La Tl impuesta por el pericarpio en el parental HA342 se observo en la cruza
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HA342x609, donde la germinacion no superé el 60%-70% durante un almacenaje

prolongado (150 DDC). En el hibrido 609xHA342 no se observo Tl y la germinacion fue
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Fig. 3. 3. Evolucion de la germinacion final (%) durante la postcosecha (DDC) de los parentales e
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temperaturas opuestas en el rango de incubacién (10 y 30°C, panel superior e inferior
respectivamente). Se muestran los tres sistemas de cruzas (A, 1579:609; B, HA342:609; C,
HA342:609). Los datos corresponden al experimento 4 y cada punto representa la media = E.E. (n=3).
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superior al 95% a los 75 DDC. Las diferencias entre genotipos fueron menos evidentes
cuando se incubaron a 10°C. Los hibridos nuevamente se comportaron de manera similar
entre si en sus dinamicas de salida (Tso) las cuales fueron intermedias a los parentales.

En el sistema de cruzas B123:609 el patron fue similar al presente en HA342, con la
particularidad de que B123 presento una dindmica ain mas lenta de SD, sujeta a una alta
dormicion embrionaria expresada a 30 y a 10°C (mayor Tso que HA342). La particularidad
de este sistema de cruzas fue que el efecto del genotipo materno sobre la progenie se dio
tanto a alta como a baja temperatura de incubacidn. La inhibicion por cubiertas se dio no
solo a 30°C en la progenie hibrida al comportarse como madre, sino también a 10°C. Aun
asi, las semillas y embriones de ambas cruzas F1 siempre presentaron el mismo fenotipo e
intermedio a sus parentales (independientemente de la temperatura de incubacion)
evidenciando la dependencia del genotipo del cigoto.

Las dindmicas observadas en el experimento 5 sobre los sistemas de cruzas HA342:609 y
1579:609 (Fig. S. 3.2 A, B) mostraron los mismos patrones en aquenios a alta temperatura
de incubacion al momento de cosecha. Los niveles de dormicion al momento de cosecha y
durante la postcosecha fueron menores que en el experimento 4 debido a un efecto del
ambiente materno (Riveira-Rubin et al., 2021), asociado con el retraso considerable en la
fecha de siembra (aproximadamente 40 dias, ver Cuadro S. 3.1). El retraso en la fecha
siembra afecto los niveles de dormicion en mayor medida en los genotipos de dormicion
intermedia (1579) y alta (HA342). La pérdida de dormicion de los parentales fue mas rapida
durante la postcosecha comparado al experimento 4 y no se observd TI persistente. A 10°
los patrones de SD fueron similares entre parentales y cruzas, incluso en el sistema de cruzas

1579:609 las tasas de salida se invirtieron entre parentales (609 presenté menor velocidad
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de SD que 1579). En términos generales, la dormicion del aquenio dependi6 fuertemente del
genotipo del embridn, la cual estuvo definida por el cigoto con dominancia incompleta. Por
lo tanto, no se observaron indicios de herencia extra nuclear (citoplasmatica) en la dormicion
embrionaria. Si se observd, en cambio, una herencia materna para la dormicién impuesta por
pericarpio asociada con la Tl en las cruzas entre 609 con HA342 y B123. Para el caso de
B123, la restriccion impuesta por el pericarpio heredada por via materna también se
manifestd a 10°C. En las proximas secciones se profundizé en el fenotipado de los sistemas
de cruzas mediante ensayos de respuesta a hormonas (respuesta de los embriones al agregado

de ABA, y de aquenios al agregado de GA y etefdn).

3.3.4. Evaluacion de la sensibilidad de los embriones al ABA en los sistemas de
cruzas.
EnlaFig. 3.4 (A, B, C) se muestran los valores de germinacion final para aquenios incubados

en agua (a 30 y 10°C) y para embriones incubados a 30°C en agua, 5y 50 uM ABA, o
incubados a 10°C en agua, 1y 5 uM ABA. Los ensayos se realizaron al momento de cosecha,
y se repitieron a los 30 y 75 DDC. En los ensayos de cosecha y 30 DDC se agreg6 Fluridone
(100 puM) en las incubaciones de embriones. La respuesta de los embriones aislados a la
aplicacion de ABA cay6 durante la post-maduracion (comparando cosecha vs. 30 DDC) en
todos los genotipos (parentales e hibridos), independientemente del nivel de dormicion que
estos presentaron (Fig. 3.4 A, B, C). De acuerdo con los resultados presentados en el Capitulo
2, la inhibicion de la germinacion por ABA fue mayor a bajas temperaturas de incubacion
(10 vs 30°C), condicion donde se expreso en mayor medida la dormicién de los aquenios. A
los 30 y 75 DDC se observaron diferencias en la sensibilidad al ABA entre genotipos; estas

diferencias, que resultaron mas claras a 30°C, se asociaron con los distintos niveles de DEBT
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y TI. Por ejemplo, a los 75 DDC, el genotipo 1579 mostré una mayor inhibicién por 5 uM

ABA que el 609, y los hibridos mostraron una inhibicion intermedia a los parentales.
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Fig. 3. 4. Respuesta a ABA exdgeno para los parentales y sus cruzas reciprocas sobre los 3 sistemas
de cruzas (A, 1579:609; B, 1579:609; C, HA342:609). Germinacidn final de aquenios (sombra gris)
y embriones en agua destilada, y de embriones en soluciones de ABA 5y 50uM (a 30°C) y Fluridone
+ABA 1,5 uM (a 10°C) a cosecha (0 DDC) y durante la postcosecha (30 y 75 DDC). Para los ensayos
de cosechay 30 DDC, las incubaciones en ABA se combinaron con Fluridone 100 uM. A los 75 DDC
las incubaciones en ABA no incluyeron Fluridone). Se muestran los tres sistemas de cruzas (A,
1579:609; B, HA342:609; C, HA342:609). Los datos corresponden al experimento 4 y cada punto
representa la media + su EE (n=3).
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Este patrén también se repitié en los sistemas de cruzas HA342:609 y B123:609 (Fig. 3.4
B). Desde cosecha, los embriones hibridos presentaron valores de germinacion en ABA
similares entre si e intermedios a ambos parentales (p. ej., HA342:609 a los 75 DDC en ABA
5uM; y B123:609 en 50uM ABA a los 30 DDC). Las diferencias entre genotipos (parentales
e hibridos) observadas a 10°C de incubacion fueron menos evidentes que a 30°C, excepto
para el sistema de cruzas B123:609 (Fig. 3.4 C). En este caso, se mantuvo el contraste entre
los parentales a 10°C de incubacion y los embriones hibridos tendieron a ser semejantes entre
si e intermedios a los parentales. En conjunto, estos resultados apoyan la herencia nuclear
de tipo incompleta para la respuesta del embrion al ABA. En los ensayos de 75 DDC no se
incluyé Fluridone al evaluar la germinacion de embriones en ABA, observandose una caida
en la germinacion en ABA a 30°C con respecto al ensayo previo realizado a los 30 DDC.
Esto sugiere un aporte de la sintesis endégena de ABA observable a través de la modificacion
del rango de concentraciones de respuesta al ABA exdgeno. Este aporte de una sintesis
endogena de ABA se hizo evidente en el experimento 5, donde se comparé la germinacion
de embriones en agua y en Fluridone.

En el experimento 5, nuevamente se evaluaron los patrones de herencia de la dormicion de
aquenios y la sensibilidad de embriones al ABA. Sin embargo, para los tres parentales e
hibridos evaluados se observaron menores niveles de dormicion de aquenios y una menor
capacidad de respuestaa ABA, tanto al momento de cosecha como durante postcosecha (Fig.
S. 3.3). A diferencia del experimento 4, el Fluridone logré aumentar la germinacion de
embriones con respecto a su control en agua al momento de cosecha en los tres genotipos

evaluados (609, 1579 y HA342).
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3.3.5. Respuesta de los aquenios a la aplicacion de GA y etefén en los sistemas de
cruzas.
En los materiales del experimento 4 se evalu0 la respuesta de aquenios a aplicaciones GA'y

un dador de etileno (etefon). Se observaron diferencias entre genotipos al momento de
cosecha, asi como en la post-maduracién (Fig. 3.5 A, B, C y en el experimento 5, Fig. S.
3.4). La respuesta a GA y etefon (y las diferencias entre parentales) fue mayor en la
incubacion a 30°C comparando con la incubacion a 10°C. De acuerdo con la sensibilidad de
aquenios a GA 'y etefon al momento de cosecha, los parentales siguieron el ordenamiento de
los fenotipos de dormicion establecidos previamente (609>1579>HA342>B123). La
promocion de la germinacion generalmente fue mayor en respuesta al agregado de 50 uM
etefén comparando con GAs 100 uM (Fig. 3.5 A, B, C).

En el sistema de cruzas de 1579:609, los hibridos reciprocos fueron similares entre si
(reflejando la importancia del cigoto), y alcanzaron altos valores de germinacion en etefon
50 uM desde cosecha (Fig. 3.5 A; ensayo 0 DDC). La Tl observada en el parental 1579 fue
removida por la incubacion en etefon mas avanzado el almacenaje (75 DDC). Por otro lado,
la TI observada en los hibridos HA342x609 y B123x609 no se logré revertir con la
incubacion en GAsz o etefon (aun luego de 75 DDC), a diferencia de los hibridos reciprocos
en cada caso (609xHA342 y 609xB123) que si alcanzaron altos valores de germinacion con
50 UM etefdn desde cosecha (Fig. 3.5 B y C, ambos a 30°C). Esto refleja una inhibicion por
cubiertas mas intensa establecida por los parentales HA342 y B123, en comparacion con el
1579. En el caso del hibrido B123x609, esta inhibicion por cubiertas de la madre B123 se
expreso tanto a 30 como a 10°C de incubacion, mientras que en HA342 a 10°C este efecto
estuvo mas atenuado y solo se expreso a 30°C. Esto sugiere que las cubiertas del B123 tienen

un efecto inhibitorio adicional al de los otros parentales evaluados.
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3.3.6. Evaluacién del rol de las hormonas ABA, etileno y GA en la expresion de la
dormicidén, vy requlacion de estas vias hormonales por la hipoxia
En esta seccion se buscé profundizar en los mecanismos hormonales que regulan la

dormicidn, y su posible regulacion por las cubiertas a través de la restriccion de los niveles

A o po anO0e 785 DO
o 10T ey ey
5 R b -
E - & o
E 50 ; - i’f =
g ._E ﬂ:_, r/,; T
T afl e
@ 3 g
— (e} - T T T T T
e e —
0 E t"""‘
= & 4 E ——
— = et ‘i\'
T s | T /T | =
: Ja= E
g oo A I b
L . A o
b dte S0 o o ek b 0 19 100 30
e GA Er &0 GA F U Gm FL
-* 530 + 1670
43 §oax1ire 49 1678« G03
B 1000 0 0OC THODOC
i P e wwp—mepyam) [ prr— A= == ] ——
£ '/ ! .e'"'ml 2
£ ™ i R =
Sl e e
= g = ST a1 _ I
O § = :; Ell ,-—«{/ - -
o & =3 . .
= f nrnrnTTTTTTTTTTTIT FEREESET RSN e F e
e i _d--.:'§.'.‘.g
< ;e | . -2
I ix | ! 1 =
E i i F o
L oo ST |1 ol
LA 7 -

s - I N L g N
o i, E HO D E1. T T Et
. Big o HAF2
e GO0 x HAME - HAZEZ ¥ D09
C a0ns 0 o0 75 [0
A | g .
T S
= !
5 E---¥ s ]
3 5 & i { = et g
£ .+ ¥ o3
m = _ R _ _ i_____ -__,_,.-'!
P B B ! a1 —
o ) o1 5 - -
m e i == = = Te] s o ) e /l(' .................. t .... i:
-— s s |1 ;
m e o |3
1 e, ST 1l = =
i\i-r % o
1 =75 ™ EI"- 1 _ 3 _-ft-___.
——— "
@ a0 oo s © a0 100 A0
k0 [ El 12 [ [

Fig. 3. 5. Respuesta a GAs y etefon exdgeno en los parentales y sus cruzas reciprocas sobre los 3
sistemas de cruzas (A, 1579:609; B, 1579:609; C, HA342:609). Germinacidn de aquenios en agus
destilada y soluciones de GAs; 10 y 100 uM y etefon 50 uM, incubados a 30 y 10°C al momento de
cosecha (0 DDC) y durante la postcosecha (30 y 75 DDC). Se muestran los tres sistemas de cruzas
(A, 1579:609; B, HA342:609; C, HA342:609). Los datos corresponden al experimento 4 y cada punto
representa la media + su EE (n=3).
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de oxigeno. Los ensayos se llevaron a cabo en tres de los genotipos usados como parentales
en este capitulo (609, 1579 y HA342) y, a partir de los resultados mas relevantes, se

realizaron determinaciones en algunas de las cruzas.

3.3.6.1.  Niveles endogenos de ABA y su relacion con el nivel de dormicion
Para los tres parentales (609, 1579, HA342, en el experimento 4), se determind el contenido

de ABA en ejes de embriones. Estos se diseccionaron a partir de aquenios sin incubar
(“secos”) o incubados por 24 h a 30°C en soluciones de agua, Fluridone y Etefon (Fig. 3.6
A). Estas determinaciones se hicieron al momento de cosecha y luego de un almacenaje
postcosecha prolongado (150 DDC). Contrario a lo esperado, el contenido de ABA en los
tres parentales fue opuesto a su nivel de dormicion. Los contenidos de ABA no se
modificaron durante el almacenaje en seco o postcosecha, aun cuando el nivel de dormicion
cambio6 de manera significativa. En los tres genotipos se observé un aumento del contenido
de ABA luego de 24 h de incubacidn, indistintamente del medio de incubacion (agua,
Fluridone o etefon). Las incubaciones en Fluridone y en etefon presentaron nulas o pequefias
diferencias con respecto a su control en agua. El Fluridone no modificé la germinacion,
mientras que el Etefén tuvo un efecto promotor en el genotipo 609 (al momento de cosecha)
y en el 1579 (al momento de cosecha y en 150 DDC). La falta de respuesta al Fluridone en
los tres parentales sugiere que la acumulacion de ABA durante la incubacion no depende de
la sintesis actual de carotenoides, la cual es bloqueada por el Fluridone. En ausencia de
carotenoides, la sintesis de ABA podria ocurrir a partir de precursores ya acumulados en el
embrion, y hasta que estos se agoten. Alternativamente, el ABA podria provenir de la
hidrélisis de conjugados también acumulados en el embridn. La incubacion en etefon

tampoco modificd los niveles de ABA, descartando cambios en el metabolismo de ABA
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mediados por esta hormona. Aun asi, las incubaciones en etefon promovieron una mayor
germinacién (Fig. 3.6 B), pudiendo inferir que la via regulatoria en la que interviene el
etileno podria ser la sensibilidad al ABA. La magnitud de esta respuesta al Etefon dependid
del genotipo ya que solo se observé un aumento en la germinacion en el 609y 1579 (aquellos
con menor DEBT).

Los contenidos endogenos de ABA en los hibridos F1 fueron intermedios a los de los
parentales, tanto al momento de cosecha como a los 150 DDC (Fig. 3.6 C). Nuevamente se
observo un aumento en el contenido de ABA luego de 24 h de incubacién en agua en todos

los casos, y el valor alcanzado en cada caso dependi6 del genotipo (éste fue mayor en el 609,
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Fig. 3. 6. (A) Contenido enddgeno de ABA en ejes embrionarios a cosecha (0 DDC, barras azules) y

en la postcosecha (150 DDC, barras azules) en los parentales de los sistemas de cruzas (609, 1579 y
HA342). Los valores corresponden a los ejes de aquenios “secos” (Sc) e incubados 24 h en agua (H0),
Fluridone 100 uM (Flu) y etefén 50 uM (Et) a 30°C. (B) Germinacidn final de aquenios de tres
parentales, incubados en agua (barras celestes) y etefon 50 uM (barras verdes) a 30°C, en los dos
momentos donde se evaluaron los niveles enddgenos de ABA (0 y 150 DDC). (C) Contenido endégeno
de ABA en ejes embrionarios a cosecha (0 DDC: paneles 1, 3) y en la postcosecha (150 DDC: paneles
2, 4) en los parentales de los sistemas de cruzas HA342:609 (1, 2) y 1579:609 (3,4). Los valores
corresponden a los ejes de aquenios secos (-) e incubados 24 h en agua (+). En A, By C, los datos
corresponden al experimento 4 y cada barra muestra la media £ su EE (n=3). Letras distintas
representan diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).
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y menor en el parental de mayor dormicion, HA342). En el sistema HA342:609, donde se
observd un fuerte contraste en el contenido de ABA entre parentales (por ej. 358 y 1136 pg
ABA/mg ps para HA342 y 609 respectivamente, en aquenios incubados en agua al momento
de cosecha) los hibridos tuvieron valores intermedios, aunque con una ligera (pero
significativa) desviaciéon hacia el parental materno (por ej., HA342-609 y 609-HA342
tuvieron 787y 577 pg ABA/mg ps). Por otro lado, en el sistema 1579:609, donde el contraste
entre parentales fue menor al sistema anterior (823 y 1136 pg ABA/mg ps para 1579 y 609
respectivamente), los hibridos 1579x609 y 609x1579 presentaron valores de ABA muy
similares entre si (740 y 710 pg ABA/mg ps) y al 1579.

3.3.6.2.  Respuestas a inhibidores de sintesis, catabolismo y agentes oxidantes en los

parentales
El agregado de inhibidores de sintesis de GA (Trinexapack-etil) y etileno (CoCl.) no

modifico la germinacion al momento de cosecha de aquenios tanto a 30°C como a 10°C.
Tampoco se observo un patron claro frente al agregado de un agente oxidante (H202) o de

un inhibidor del catabolismo de ABA (Diniconazole). En el experimento 4 la incubacién en

Cuadro 3. 2. Germinacion final de aquenios y embriones a trinexapac-etil en 250 uM (Trin) y
peréxido de hidrogeno 200 uM (H20,) en parentales (609, 1579 y HA342) incubados a 30 y
10°C al momento de cosecha (0 DDC). Los datos corresponden al experimento 4 y cada punto
representa la media + su desvio estandar (n=3). Letras distintas representan diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05), la prueba de medias corresponde a una temperatura de
incubacion y estructura del fruto.

Aquenio Embrion
Agua Trin H202 Agua Trin
609 66,7+6,1° 84,0+40°% 693+115° 933+6,7% 846+1,2%
30° 1579 1,7+29¢ 00+00°¢ 00+00°¢ 77,1+20,6% 605+10,7%
HA342 0,0+0,0°¢ 00+00°¢ 00%00°¢ 103+11,7¢ 245+234"™
609 00+00% 222+278% 00+0,0?% 778+38% 51,1+10,2"
10° 1579 00+00* 00£00% 0,0£00® 00+00°¢ 00+00°
HA342 0,0+0,0?% 00+00% 00x002% 89x154¢ 44%77°

T° Inc. Genotipo
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Cuadro 3. 3. Germinacion final de aquenios en agua (H-0), cloruro de cobalto (CoClz) 1 mMy
Diniconazole 250 uM (Dini) en los tres parentales de estudio a 30 y 10°C, a cosecha (0 DDC)
y 30 DDC. Los datos corresponden al experimento 5 y cada valor representa la media + su
desvio estadndar (n=3). Letras distintas representan diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05), la prueba de medias corresponde a una temperatura de incubacion y momento
(cosecha'y 30 DDC).

0DDC
Agua CoCl2 Dini
609 333+4,6% 466+3262 133+1,3"
30° 1579 13+£23°¢ 0,0£00¢ 0,0x00°¢
HA342 0,0£00¢ 0,0£00¢ 0,0x00°¢
30 DDC
609 92,0+8% 846+12% 90,7+6,1°2
30° 1579 57,3+18,9% 827+115% 333+6,11
HA342 533+81" 61,3+6,1% 253+20,13¢
609 13,3+19,7" 0x0°¢ 13+£23°
10° 1579 73,3x16,2% 72,0+£20,8°2 40+ 8%
HA342 17,3+83% 133+23"™ 4+4¢

T° Inc. Genotipo

trinexapac- etil y H.O> al momento de la cosecha a 30 y 10°C no modifico la capacidad
germinativa de aquenios y embriones en ninguno de los genotipos en los parentales (Cuadro
3.2). Luego, en el experimento 5, incubaciones con CoCl2 y Diniconazole al momento de

cosechay 30 DDC a 30 y 10°C no modificaron la germinacion de aquenios (Cuadro 3.3).

3.3.6.3.  Reversion del efecto del ABA por etefén en embriones y aguenios
De acuerdo con los resultados previos, los diferentes niveles de dormicion observados entre

genotipos y su pérdida durante la post-maduracién estaria regulada principalmente por
cambios en la sensibilidad al ABA endogeno. Esta Ultima es evaluada indirectamente
mediante la respuesta de embriones aislados incubados en ABA exdgeno (Fig. 3.4). Otra
forma de evaluar la sensibilidad al ABA es mediante la aplicacion de hormonas que
antagonizan la accion del ABA, como GA vy etileno. Menores niveles de dormicion

resultarian de una menor la sensibilidad al ABA y de un aumento en la sensibilidad a GA 'y
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etileno (etefon). Esto se observa tanto en los parentales como en los hibridos reciprocos (Fig.
3.4, 3.5) usando los materiales del experimento 4. En el siguiente experimento (5; Fig. S.
3.4) se investigd la reversion del efecto del ABA exdgeno por el agregado de etefon en los
parentales (609, 1579, HA342; Fig. 3.7). Al momento de cosecha, el genotipo 609 presentd
una alta germinacion de embriones en ABA 50uM a 30°C, sin embargo, en 1579 y HA342
fue cercana a 0% y el agregado de etefén en la solucion con ABA no removié dicha
inhibicion. A los 30 DDC, aunque la germinacion de embriones de 1579 y HA342 en ABA
50 uM fue nula, el agregado de etefon aumento la germinacion en ambos casos (ca. 50 y
90% en HA342 y 1579 respectivamente). En los aquenios incubados ocurrié algo similar, la

sensibilidad relativa de los genotipos respet6 la misma tendencia (609 menor capacidad de
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Fig. 3. 7. Respuesta a Fluridone, ABA, etefon y la combinacion de Fluridone, ABA y etefon en los
tres parentales utilizados: 609, 1579 y HA342. Fila superior: Germinacién final de embriones en
agua destilada (0, H20), soluciones con Fluridone (0) 100 uM en combinaciones con ABA 5y 50
MM (5 y 50) junto a etefén 50 uM (50+Et). Fila inferior: Germinacion final de aquenios incubados
en agua destilada (H20), ABA 50 uM (0), etefon 50 uM (Et) y ABA 50 uM junto a etefon 50 uM
(+Et.50) y 250 uM (+Et.250). Los ensayos de germinacion se realizaron a cosecha (0 DDC) y
diferentes tiempos durante la postcosecha (30 y 75 DDC) a 30° de incubacion. Los datos
corresponden al experimento 5y cada punto representa la media + su EE (n=3).
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respuesta a ABA que 1579y HA342) y el etefon revirtio parcialmente (y en menor magnitud
que en los embriones) la inhibicion impuesta por ABA en los genotipos con mayor
dormicion.

3.3.6.4.  Asociacion de la T1 con la sensibilidad al ABA y a la hipoxia.

En esta seccion se abordd el posible rol de las cubiertas del fruto en la imposicion de la
dormicién a través de la restriccion de los niveles de oxigeno en el embrion, mediante la
comparacion de la germinacién de aquenios en dos niveles de Oz (21 y 3%). Paralelamente,
se evaluo la posibilidad de un efecto sinérgico para el efecto inhibitorio de la hipoxia y del
ABA mediante la incubacion de embriones aislados en diferentes concentraciones de ABA
y dos niveles de Oz (21 y 3%). Esto se explord en ensayos de incubacion con tres de los
parentales (609, 1579 y HA342 en el experimento 5), y uno de los sistemas de cruzas
(HA342:609 en el experimento 4).

En la Fig. 3.8 (paneles A y B) se muestran los valores de germinacion obtenidos en dos
niveles de oxigeno (21 y 3%) para aquenios y embriones incubados a 30°C, en agua 0 ABA,
y dos momentos postcosecha (40 y 100 DDC). Cabe notar que los aquenios de HA342 y
1579 no mostraron TI persistente en atmosfera normal, como resultado de un efecto del
ambiente asociado con el atraso significativo de la fecha de siembra de este experimento
(Fig. 3.8 B; ver dinamicas de salida Fig. S. 3.2). Sin embargo, la incubacién de aquenios en
3% O inhibio fuertemente la germinacion en los tres parentales sugiriendo que la hipoxia
refuerza la TI (incluso en 609). Aunque los embriones aislados e incubados en agua
germinaron totalmente en 21 y en 3% O3, la sensibilidad al ABA se exacerbo en hipoxia en
los tres genotipos. Sin embargo, este efecto de la hipoxia sobre la sensibilidad al ABA fue

algo menor en el genotipo 609 comparando con 1579 y HA342, y esta diferencia se acentu0
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a los 100 DDC, luego de que se redujeron los niveles de dormicion. Estos resultados
muestran que los materiales HA342 y 1579 tienen una mayor sensibilidad relativa a los
factores restrictivos testeados (hipoxia y ABA) comparando con el 609, de acuerdo con los
fenotipos de dormicidn descriptos previamente.

Paralelamente, se evalu la posibilidad de revertir la inhibicion impuesta por hipoxia sobre

los aquenios mediante el suplemento de etileno (incubando en etefén). De acuerdo con los
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Fig. 3. 8. Germinacion de aquenios (0, Ag.) y embriones en agua (0, Embrién) y embriones en ABA
0,5, (solo en el panel B) 5, 25 uM bajo una atmosfera de hipoxia (3% O, cuadrados) y atmosfera
normal (21% O, circulos) a 30° de incubacion en los tres parentales del experimento 5 (609 -azul-,
1579 —verde-, HA342 —rojo-). Los paneles A 'y B muestran las respuestas en distintos momentos
durante la postcosecha (40 y 100 DDC respectivamente). Cada punto indica la media £ su EE (n=3).
El panel C muestra la germinacién de aquenios en agua (H:0) y etefén 50 uM (Et.) bajo una
atmosfera de hipoxia (3% O, barras rayadas) y hormoxia (21% O, barras lisas). Cada barra indica
la media = su EE(n=3) y letras diferentes representan diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05).
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datos de la Fig. 3.7, la inhibicion de la germinacién de embriones incubados en ABA pudo
ser revertida casi totalmente por la incubacion en etefon, mientras que esta reversion fue
parcial en los aquenios. Asumiendo que la hipoxia promueve la inhibicion por un aumento
de la sensibilidad al ABA enddgeno, se evalud también la posibilidad de una reversion de la
inhibicion de la germinacion en hipoxia por el agregado de etefon (Fig. 3.8 C). Nuevamente
(similar a lo que ocurre con los aquenios en ABA y etefon en atmdésfera normal, Fig. 3.7),
se obtuvo una reversién parcial en 3% de O y etefén (la germinacion de los aquenios no
supero el 30%). Aunque esto no es concluyente en cuanto al modo de accion de la hipoxia,
del etileno y del ABA, sugiere que el efecto del etileno en la promocién de la germinacion
estaria condicionado por la actividad de sefializacion del ABA (sefial que se ve exacerbada
con el aumento de la hipoxia, la cual es promovida por altas temperaturas de incubacion).

Usando el sistema de cruzas HA342:609 (material del experimento 4), se evalud la
germinacién de aquenios en normoxia € hipoxia (3% O) y su efecto sobre la expresion de
la Tl incubando a 30°C (Fig. 3.9). El parental HA342 mostrd TI, la cual se acentué
fuertemente en hipoxia. La condicion de hipoxia también promovi6 la T1 (aunque en menor
medida) en el parental 609. A los 75 DDC, los hibridos respondieron diferencialmente a la
hipoxia, y de acuerdo con el respectivo parental materno. El hibrido 609xHA342 fue similar
al parental 609, mostrando que el aporte del parental HA342 al genotipo del cigoto tuvo poca
importancia en presencia de las cubiertas del parental 609. En el hibrido reciproco
(HA342x609) la germinacion en normoxiay en hipoxia fue intermedia a la de los parentales,
sefialando un aporte de las cubiertas de HA342 en la T1y en el refuerzo de ésta por la hipoxia.

Este efecto de las cubiertas de HA342 sobre la T1 en hipoxia, se disip6 luego del almacenaje
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Fig. 3. 9. Germinacién aquenios bajo una atmosfera de hipoxia (3% O, columnas a rayas) y
atmosfera normal (21% O, columnas rellenas) en dos parentales (609, HA342) y sus respectivas
cruzas del experimento 4 (609xHA342, HA342x609) a 30° de incubacion. Las determinaciones se
realizaron a los 75y 470 DDC. Los valores en porcentajes sobre las columnas indican los niveles de
respuesta a la hipoxia con respecto a la atmosfera normal. Cada columna indica la media £ su E.E.
(75 DDC, n=3; 470 DDC, n=2) y letras distintas representan diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05)

prolongado (470 DDC), y la germinacion en hipoxia estuvo més asociada con el cigoto. Por
lo tanto, la respuesta de los aquenios a la hipoxia parece resultar de la contribucion de las
cubiertas y del cigoto, y la contribucidn relativa de ambos componentes puede variar en el

tiempo.

3.3.7. Estructura de los aquenios y pericarpios. Mediciones morfologicas y cortes

histoldgicos
En la Imagen 3.4 se visualizan los cortes trasversales en la regidn ecuatorial de los aquenios

mostrando la zona del pericarpio. Se pueden observar la disposicion de los distintos tejidos
del pericarpio, en una posicién adaxial la epidermis y luego la hipodermis. Contigua a esta
se encuentra la capa de fitomelanina, que separa la hipodermis del parénquima medio.
Dentro del parénguima medio, pueden separarse dos grandes tejidos: proximo a la capa de
fitomelanina el escleréngquima y luego el parénquima interno (no esclerosado) adyacente a
la testa. La histogénesis del parénquima esclerosado comprende el engrosamiento de las

paredes y la deposicion de lignina y celulosa, confiriendo cierta rigidez e impermeabilidad
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al pericarpio (L6pez y Barclay, 2017). Las capas internas del parénquima en los cortes
anatdbmicos muestran una menor resistencia y se encuentran comprimidas por efecto del
crecimiento del embrion, y es donde suelen encontrarse los haces vasculares. Ademas, suele
notarse que las transecciones de los pericarpios maduros muestran varias capas de fibras
transversalmente poligonales interrumpidas por rayos de parénquima de 1-3 células de
ancho. Luego, la testa y el endosperma componen la llamada cubierta seminal, que junto al
tejido embrionario conforman la semilla (Roth, 1977; Knowles, 1978; Seiler, 1997;
Lindstrom et al., 2000, 2007).

El espesor del pericarpio y parénquima medio mostro diferencias entre los parentales
(Cuadro 3.4). Los parentales 609 y 1579 presentaron un menor espesor de pericarpio y

parénquima medio que HA342 y B123 (aunque este ultimo no mostré diferencias
609xHA342
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Imagen 3.4. Cortes trasversales de pericarpios maduros en la region ecuatorial del aquenio para los
4 parentales (HA342, B123, 1579, 609) y sus respectivos hibridos (HA342x609, 609xHA342,
1579x609, 609x1579, B123x609, 609xB123). Los aquenios provienen del experimento 4.
Abreviaturas: Ep, epidermis; Fit, fitomelanina; Hip, hipodermis; Escl, células esclerosadas (tonalidad
rojiza y grosor de la pared secundaria); PM, parénquima medio; Emb, embridn. La barra indica una
escala de 50 pm (1pix=0,22um). La imagen se observa con aumento de 20x.
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Cuadro 3. 4. Mediciones sobre lo cortes de pericarpios realizados en parentales (HA342, B123,
1579, 609) e hibridos (HA342x609, 609xHA342, 1579x609, 609x1579, B123x609, 609xB123).
Se muestra el espesor total del pericarpio, espesor del parénquima medio en um vy la cantidad de
capas de células del parénquima medio. Media * erros estandar (n=3), letras distintas indican
diferencias estadisticamente significativas (p>0,05).

Genotipo  Espesor Pericarpio (um) Espesor Par. Medio (um) N° capas de cel. Par. Medit

609 1752+ 12,34 1354+ 14,54 7+05%
)09XHA342 179,4 £ 18,34 140,3+ 19,04 6+0,4"
1A342x609 3159+19,6°" 270,2+14,8°® 9+0,54

HA342 287,0+28,8° 2458+ 265° 8+0,5%
609x1579 1850+ 5,94 154,6 £ 6,34 6+044
1579x609 166,8 + 5,8 A 1399+ 3,54 6+044

1579 176,8 £ 5,7 A 1451+ 5,74 6+0,6"
609xB123 236,7+10,94 106,7 £ 11,24 8+0,34
B123x609 253,8+33,94 2259+32,64 8+1,04

B123 2209+21,04 189,5+ 19,14 8+0,24

estadisticas significativas con los dos primeros). Los hibridos tendieron a asemejarse a su
parental materno (p ej. HA342 similar a HA342x609). En el sistema de cruzas HA342:609
(como también en B123:609), el parental HA342 y su cruza HA342x609 presentaron un
mayor espesor del parénquima medio y total, asi como una ligeramente mayor cantidad de

células parenquimaticas que 609 y el hibrido 609xHA342. Las mayores diferencias se
concibieron en el parénquima medio con paredes celulares visualmente mas gruesas y
esclerosadas, y sin diferencias visuales en la densidad de la capa de fitomelanina. El espesor
del parénquima medio fue de 245,8+26,5 y 270,2+14,8 um en los genotipos HA342 y
HA342x609 respectivamente, mientras que en los genotipos 609 y 609XHA342 fue de
135,33+£14,5y 140,27£19,0 um (HA342 tuvo ~80% mayor espesor que 609). EI nimero de
células fue levemente mayor en el parental HA342 con respecto a 609, pero no se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre parentales y sus respectivos hibridos, por lo

que podria inferirse indirectamente que tales diferencias del parénquima medio podrian estar
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Imagen 3.5. Aguenios de los parentales involucrados en los cruzamientos (609 -izquierda-, 1579,
HA342, B123 -derecha-) y los hibridos reciprocos (609x1579, 1579x609; 609xHA342, HA342x6009;
609xB123, B123x609).

dadas por un mayor tamafio de las células. En el sistema de cruzas 1579:609, no hubo
diferencias entre parentales en cuanto al espesor del pericarpio, parénquima medio y el
numero de capas de células. El espesor del parénquima medio en los genotipos 1579 y
1579x609 fue de 145,1+5,7 y 139,9+3,5 um respectivamente, mientras que en los genotipos
609 y 609x1579 fue de 135,33+14,5 y 154,6+6,3 um respectivamente. Asimismo, no se
observaron diferencias visuales en el engrosamiento de las paredes celulares y el grado de
esclerosamiento del parénquima medio, y densidad de la capa de fitomelanina.

En el analisis de caracteristicas morfoldgicas de los aguenios se hicieron mediciones del
largo, ancho y espesor (Cuadro 3.5, Imagen 3.5) con el objetivo de comparar estas
dimensiones en los hibridos obtenidas con respecto a su parental materno. Principalmente,
los parentales se diferenciaron entre si en el largo y espesor de los aquenios y en menor
medida en su ancho. Los hibridos tendieron a parecerse a su parental materno, indicando que
las dimensiones del aquenio estan determinadas por la madre (condicionando este caracter
por la direccion del cruzamiento). Por ejemplo, los aquenios de HA342 y HA342x609

tuvieron un largo y espesor similar entre si, que fue mayor que el observado en 609 y
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Cuadro 3. 5. Caracteristicas morfoldgicas de los aquenios en los parentales (HA342, B123, 1579,
609) e hibridos F1 (HA342x609, 609xHA342, B123x609, 609xB123, 1579x609, 609x1579). De
izquierda a derecha, en las columnas se indica: el peso (expresado en mg, para 1000 unidades)
de aquenio, de céascara, pepita (semilla sin pericarpio), la relacion peso de pericarpio/pepita y
dimensiones del aquenio (largo, ancho, espesor). Las medias con una letra iguales no son
significativamente diferentes (p > 0,05).

Peso de 1000 unidades Dimensiones
Genotipo Per/

AdQ. Per. Pep. pep. Largo Ancho Espesor

609 369+14 64 248 0,26 8,8+0,08"® 51+0,074% 3,3+0,07"
609x1579 405+0,3 9,6 344 0,28 8,7+ 0,14 5,0+0,124 3,0+0,15*
1579x609 553+26 132 488 027 10,5+0,10° 59+0,13°C 34 +0,08"F

1579 482+18 128 384 0,33 10,7+0,09°° 554 +0,05°8¢ 3,2 +0,06"

609xHA342 432+17 100 372 0,27 88+0,11"® 55+0,1178¢ 34 +0,05°¢
HA342x609 72,4+23 17,6 57,6 031 12,0+3,556" 553+0,29°5¢ 3,56 + 0,108
HA342 640+16 164 524 0,31 119+0,107 5,6+0,08"8¢ 3,7 +0,108¢
609xB123 59,2+09 nd nd nd 9,3 + 4,008 6,3 +0,13° 4,0+0,11F
B123x609 71,3+13 184 560 0,33 11,0+0,18°® 58+0,208¢C 38+0,11°
B123 695+2 176 576 031 11,3+0,11F 55+0,1278¢ 38+0,11%
*nd, no hay dato.

609XHA342. Esta tendencia se repitié en los sistemas de cruzas 1579:609 y B123:609. Por

otro lado, también se realizaron mediciones del peso de mil aquenios, determinando pepita
y pericarpio por separado, y su relacion (Cuadro 3.5). Se pudo observar una clara similitud
entre hibridos y su parental materno, y al mismo tiempo una clara diferencia entre lineas
parentales. El parental 609 y sus hibridos (609xHA342, 609x1579) tuvieron un menor
tamafo (a través de las dimensiones), peso de mil aquenios y relacion pericarpio/pepita,

luego el parental 1579 y finalmente HA342 y B123.

3.3.8. Asociacién entre variables de dormicidn, caracteristicas morfologicas del
aguenio y anatomia del pericarpio
En la Fig. S. 3.5, se muestran resultados del andlisis de correlaciones multiples entre las

variables de dormicion (GF.30, Ts0.30, Ts0.10, FTI, ABA.30, ABA.10) y variables que

describen caracteristicas morfologicas del aquenio (ver Cuadro 3.4, 3.5). Como era de
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esperarse, se encontraron correlaciones significativas entre muchas de estas variables (p.ej.
el peso de mil aquenios se asocia con el largo y espesor del aquenio, y también con el peso
de mil de la pepita y pericarpio, el ancho del pericarpio y parénquima medio, nimero de
células del parénquima medio).

Asi, se seleccionaron algunas variables representativas de la matriz de correlacion para
realizar un ACP (Fig. 3.10). En el CP1, que explica el 60,2% de la variabilidad total, genero
un gradiente de genotipos segun su nivel de dormicion al momento de cosecha (GF.30),
persistencia en la postcosecha (Ts0.30, Ts0.10), presencia de TI persistente (FTI),
sensibilidad (respuesta germinativa a los 75 DDC en %) al ABA (ABA.30, ABA.10), tamafio
de grano (largo), peso del aquenio (P.Aq.), relacién pericarpio/pepita y espesor del
pericarpio (Esp.Per). Asi, sobre la izquierda del CP1 se ubic6 el parental 609 con un menor
nivel de dormicion, asociandose positivamente con GF.30 y negativamente con las variables
de persistencia de la dormicion (Ts0.30, Ts0.10), sensibilidad al ABA (ABA.30, ABA.10) y
presencia de TI (FTI). De manera opuesta, sobre la derecha del CP1 se ubicaron los
parentales B123 y HA342, asociandose de manera contrapuesta a las variables a las que se
asocio 609. En el caso de 1579, se ubico desde el centro de coordenadas tendiendo hacia la
derecha del CP1, indicando un mayor nivel de dormicion y Tl de este con respecto a 609,
pero menor a HA342 y B123. Con respecto a las variables morfoldgicas, aquellos genotipos
con mayor peso de aquenio, largo, relacion pericarpio/pepita y espesor del pericarpio se
ubicaron sobre la derecha del CP1 asociandose principalmente con HA342 y B123, en menor
medida 1579 y opuesta a 609. Lo interesante es que los hibridos tendieron a ubicarse en la
parte central entre ambos parentales de cada sistema de cruzas, con la particularidad de que

la ubicacion de las F1 no fue la misma entre si, sino que tendieron a aproximarse mas a su
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Fig. 3. 10. Biplot correspondiente a los dos primeros componentes principales (CP) de los parentales
evaluados (609, 1579, HA342, B123) e hibridos reciprocos (609x1579, 609xHA342, 609xB123,
1579x609, HA342x609, B123x609) del experimento 4. Las variables incluidas fueron espesor del
pericarpio (Esp.Per.), peso de mil de aquenios (P.Aq.), largo del aquenio (Largo), relacion pericarpio-
pepita (Per.:Pep), factor de termo-inhibicion (FTI), respuesta de embriones al ABA a 30° y 10°
(ABA.30, ABA.10), tiempo en alcanzar el 50% de germinacién durante la postcosecha a 30° y 10°
(Ts0.30, Ts0.10). Los genotipos se representan en puntos de colores segun el parental y en las cruzas
representan al parental que se comportdé como madre (609, rojo; 1579, gris; HA342, verde; B123,
celeste). Las variables se representan mediante vectores negros.

parental materno. Esto estaria asociado a que los hibridos tendieron a ser morfolégicamente
semejantes a su parental materno. Ademas, resalta la presencia de una herencia de tipo
incompleta para algunos atributos de dormicién (principalmente persistencia en la
postcosecha) y otros de tipo materna, como la T que puede estar sujeta a efectos cigoticos
(por ej. sensibilidad al ABA) como maternos (dependientes de los atributos morfoldgicos

del fruto como el espesor del pericarpio o la relacion pericarpio/pepita).

3.3.9. Evaluacién de la dormicion durante el desarrollo de los aqguenios: respuesta
germinativa en agua, hormonas, hipoxia y niveles endégenos de ABA
Las determinaciones de los niveles de ABA en ejes durante el desarrollo de los aguenios en

los parentales utilizados en los sistemas de cruzas no arrojaron asociaciones claras con los
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niveles de dormicion. Para los tres parentales investigados en mayor detalle (1579, HA342
y 609) se evalud el contenido end6geno de ABA en el eje embrionario en tres momentos del
desarrollo de los aquenios. En concordancia con lo observado por Le Page-Degivry et al.
(1990), los niveles de ABA decrecieron durante el desarrollo; éstos fueron maximos en la
etapa mas temprana (12-14 DDF), y cayeron progresivamente hacia madurez de cosecha
(Fig. 3.11 A, B). Al comparar los parentales HA342 y 609, se observaron mayores niveles
de ABA en el genotipo de baja dormicion (609) y esta diferencia fue significativa y
aproximadamente constante en los tres momentos del desarrollo evaluados. En momentos
tempranos del desarrollo (14 DDF y 75% de CH del fruto), a pesar de los altos niveles de
ABA, se observo una alta germinacion de los embriones aislados en agua siendo levemente
mayor en HA342 que 609 (Fig. 3.11 C). Particularmente, el genotipo 609 (de baja dormicion
al momento de cosecha) presento una mayor capacidad de respuesta de embriones al ABA
ex6geno. Avanzado el desarrollo de los aquenios (26 DDF y 56% de CH), aunque los niveles
de ABA disminuyeron (=50 y 40% en 609 y HA342 respectivamente) ambos parentales
presentaron una alta dormicion, reflejado en la baja germinacion de embriones aislados en
agua 'y ABA. En dicho sistema de cruzas (HA342:609; Fig. S. 3.6) a pesar de no observarse
respuesta a Flurocloridona y una muy baja a GA, se observo una respuesta diferencial a
etefdn entre parentales e hibridos. Tanto el parental 609 como ambos hibridos (609xHA342
y HA342x609) germinaron el 100% en etefon, mientras que la germinacion de HA342 fue
menor al 50%. Esto indicaria desde momentos tempranos del desarrollo algun indicio en el
tipo de herencia dependiente del cigoto. Una vez alcanzada la madurez de cosecha (luego
del secado del aquenio a CH de 6-7%), donde los niveles de ABA resultan ser los mas bajos

desde momentos tempranos del desarrollo, el parental 609 tuvo un contenido de ABA que
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duplicé al de HA342. Sin embargo, el parental 609 presentd una mayor germinacion de
embriones en agua y una baja capacidad de respuesta a ABA que HA342.

Por otro lado, en el sistema de cruzas 1579:609 (Fig. 3.11 B, D), el parental 1579 (con
dormicion intermedia-alta) presento mayores niveles de ABA que 609 durante el desarrollo
temprano (12 DDF y 75% de humedad de fruto). Sin embargo, como se observo en el otro
sistema de parentales, 1579 presento una germinacion mayor en agua y ABA que 609. Més
avanzado el desarrollo (26 DDF y 55% de humedad) los niveles de ABA disminuyerony se
igualaron entre parentales. La germinacion de embriones fue levemente mayor en 609 pero
ambos parentales tuvieron una baja germinacion en ABA. En este sistema de cruzas (Fig. S.

3.6) la germinacion de embriones aislados en agua de ambas cruzas fue similar a la de 609.
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Fig. 3. 11. Evolucion durante el desarrollo de los aquenios (en DDF o R5.5) del contenido enddgeno
de ABA en ejes embrionarios (panel Ay B) y de la germinacion a 30°C de embriones aislados
(paneles C y D) en agua (simbolos y lineas llenas) y en ABA 5 uM (simbolos vacios y lineas
punteadas; incluyendo Flurocloridona 10 M para reprimir la sintesis de novo en la incubacion) en
los parentales (609 -azul-, HA342 -rojo-, 1579 -verde-) de dos sistemas de cruzas (HA342:609 y
1579:609). Los momentos de muestreo representan distintos momentos del desarrollo de los frutos:
temprano (12-14 DDA y CH =76%), mas cercano a madurez fisioldgica (26 DDA y CH =54%) y
madurez de cosecha (HA342, 1579, 609) luego del secado del fruto a CH de 6-7% (representado por
el sombreado gris). Las flechas sobre el eje de las abscisas indican el momento en que se alcanzo la
madurez fisiologica en cada parental. Los datos corresponden al experimento 4 y cada punto
representa la media + su EE (n=3).
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Sin embargo, en ambos parentales e hibridos los embriones aislados presentaron cierta
capacidad de respuesta a Flurocloridona (mayor en 609 y su cruza) y una alta respuesta a
GA (desde 1 a 100uM) o etefon. Alcanzada la madurez de cosecha, nuevamente el parental
de mayor dormicion 1579 presento menores niveles de ABA enddgeno que 609, a pesar de

contar con una mayor capacidad de respuesta al ABA exdgeno.

En el experimento 5 se evaluo la germinacion a los 27 DDF y se observaron nuevamente
diferencias entre parentales en la capacidad germinativa (Fig. S. 3.7). El parental 609 mostro
una fuerte imposicién de la dormicién por las cubiertas (de la cubierta seminal
principalmente) al observarse una alta germinacion de embriones incubados en agua (>75%)
con respecto a HA342 y 1579 (=0%). Ademas, los tres parentales mostraron respuesta a
Fluridone, donde en 609 completd la germinacion de los embriones (de 75 a 100%) al igual
que en 1579 y HA342 (de 0 a 100%). En cuanto a la respuesta a GA y Etefdon siguio el mismo
patrén observado en el experimento 4, donde 609 y 1579 tuvieron una alta respuesta en
comparacion a HA342. La respuesta a H202 (agente oxidante) fue nula sobre todos los

genotipos como se habia observado en el experimento 4 (Cuadro 3.2).

3.4.  Discusion
En este capitulo se estudiaron las posibles vias de herencia de la dormicién en aquenios

hibridos de girasol, usando lineas comerciales como parentales y realizando cruzamientos
reciprocos. Los parentales seleccionados para las cruzas se caracterizan por tener niveles
medios-altos de dormicion (DEBT) y TI (1579, HA342, B123), y cada uno de estos se
combind con un mismo parental con baja dormicion (DEBT) y sin Tl (609). La Tl es de

particular interés por tratarse de un problema en la produccion de semilla hibrida de girasol,
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ya que mientras que la dormicion suele atenuarse con el tiempo de almacenaje, la T1 puede
ser persistente y limitar indefinidamente la comercializacion de lotes que presentan este rasgo
(intensificado por un efecto materno-ambiental, o por algin aspecto del manejo en
postcosecha, y/o tratamientos de “curado” segliin comunicaciones o consultas personales
desde la industria). Para los tres sistemas de cruzas se llevo a cabo el fenotipado de dormicion
de los frutos a partir de variables establecidas en el Capitulo 2 (Arata et al., 2021). Ademas
de estas variables (germinacion de frutos, semillas y embriones a 10 y 30°C, y distintos
tiempos de almacenaje) se incluyeron otras determinaciones fisioldgicas (respuesta a
inhibidores y hormonas exdgenas -embrion al ABA, respuesta de aquenios a GA 'y Etefon-,
sensibilidad a la hipoxia, contenidos de ABA, entre otros) potencialmente involucradas en el

control de la dormicién.

Los resultados del presente capitulo demostraron la relevancia del genotipo del embrion-
cigoto sobre la dormicion (DEBT) a través de una dominancia incompleta (ambos hibridos
fueron similares siendo indistinta la direccion del cruzamiento) en los 3 sistemas de cruzas
evaluados (Fig. 3.3). Dentro de cada sistema de cruzas, los hibridos reciprocos presentaron
una velocidad de SD intermedia a los parentales, reflejando la importancia del cigoto en la
respuesta del fruto en las etapas tempranas de postcosecha mientras se pierde gradualmente
la dormicién embrionaria (DEBT). Para las cruzas en que se transmitié la Tl a la F1, esta fue
heredada por via materna y se manifestd una vez avanzado el almacenaje postcosecha. Los
parentales HA342 o B123 (definidos en el Capitulo 2 por tener una alta DEBT y TI),
transmitieron la T1 por via materna a la F1 hibrida (30°C; Fig. 3.3 B y C). Esto se asemeja a
lo observado en los estudios de hibridacion entre girasoles silvestres con genotipos

cultivados, donde la progenie heredd la fuerte dormicion impuesta por cubiertas (ver Capitulo
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2) del parental materno silvestre (Brunick, 2007; Hernandez et al., 2017; Pace et al., 2015;
Weiss et al., 2013). Sin embargo, esta transmision de la T1 por cubiertas a la F1 hibrida estuvo
condicionada por el genotipo usado como parental de alta dormicidn. En el sistema 1579:609
esta imposicion por las cubiertas no se expreso en el hibrido 1579x609 que tuvo una dindmica
(Tso) similar al hibrido reciproco (609x1579) en toda la post-maduracién. En este caso, las
cubiertas del parental 1579 por si solas no llegaron a imponer la T1 al embridn hibrido, que

exhibe una menor dormicion (y menor sensibilidad al ABA) que el parental 1579.

El efecto del pericarpio en la imposicion de TI podria estar asociado con cambios en el
metabolismo del ABA en la semilla, tanto en el endosperma como en el eje embrionario. En
Arabidopsis, el fenotipo de dormicion de la descendencia hibrida esta determinado por el
genotipo materno debido a que la dormicion esta impuesta directamente por las cubiertas (a
partir del “imprinting” genémico). En las semillas de Arabidopsis el endosperma sintetiza,
secreta y transporta especificamente el ABA hacia el embrion, reprimiendo su germinacién
(Bethke et al., 2007; Lee et al., 2010; Kang et al., 2015). A su vez, la sintesis de ABA es
promovida por las altas temperaturas de incubacion (Ali-Rachedi et al., 2004). Evidencias
previas en girasol mostraban que el contenido de ABA en el embrién tiende a aumentar
durante la incubacion (Dominguez et al., 2016, 2019), aungue no se asocio con la respuesta
de germinacion comparando tratamientos contrastantes de temperatura de incubacion (12 vs.
30°C) y de oxigeno (5 vs. 21%). En esta tesis tampoco se asocio el aumento en el contenido
de ABA durante la incubacién comparando genotipos con niveles contrastantes de DEBT y
TI, ni se vieron cambios asociados con el tiempo de postcosecha. De manera similar, en un
trabajo reciente con semillas (sin pericarpio) de girasol, Xia et al. (2019) también observaron

que el metabolismo de ABA no se asoci6 con los niveles de dormicion. Sin embargo, de
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manera similar a Arabidopsis, observamos que el endosperma de girasol produce y secreta
ABA al medio durante la incubacién, aunque parece tener un rol menor en esta especie en
cuanto al control de la germinacion. Determinaciones del contenido enddgeno de ABA en
frutos de girasol del genotipo 1552 (Capitulo 2) han mostrado que el endosperma produce
muy bajas cantidades de ABA comparativamente al ABA contenido en el embrién (1-2% del
ABA embrionario). Por otro lado, el ABA del embrion embebido no escapa al medio de
incubacidn (Fig. S. 3.8), contrario a lo observado en sorgo (Gualano et al., 2007) y quinua
(Ceccato et al., 2015). En girasol, la evidencia sugiere que gran parte de la regulacion
fisioldgica de la germinacion ocurre a nivel de la sensibilidad del embrion al ABA enddgeno,
y que las cubiertas operan sobre esta via, posiblemente a través de la difusion del O2. Un rol
similar para las cubiertas en la restriccion al ingreso de O2 se ha propuesto en Arabidopsis
(Fedi et al., 2017). Estos autores encontraron que mutantes deficientes de suberina en la testa
presentaron una menor dormicién, mayor permeabilidad a tetrazolio y posiblemente, mayor
difusion del O2 hacia el embridn. En girasol, este efecto de la hipoxia sobre la germinacion
estaria mediado por cambios en la sefializacion del ABA, a diferencia de otras especies como
cebada y Arabidopsis donde se observé que la hipoxia produce cambios en el metabolismo
de ABA y en su sefializacion (Benech-Arnold et al., 2006; Tamura et al., 2006; Fedi et al.,
2017). En girasol, la estructura responsable en la imposicién de la Tl es el pericarpio, con un
posible aporte adicional de la cubierta seminal. Variaciones estructurales en las capas de
tejido que componen el pericarpio podrian afectar la permeabilidad al O. El pericarpio
incluye capas de células esclerosadas, resultado de la deposicion de lignina y celulosa en la
pared secundaria, que confieren rigidez y reduce la permeabilidad (Lopez y Barclay, 2017).

La presencia de capas de celulas con cierto grado esclerosamiento sobre el parénquima
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medio, la densidad de la capa fitomelanina, presencia de ceras en la cuticula y el espesor del
pericarpio (Jockovi¢ et al., 2020) podrian afectar la permeabilidad al Oz y contribuir a limitar
la disponibilidad de este gas en el eje embrionario. Este efecto limitante se acentla
principalmente a altas temperaturas de incubacion donde se estimula el consumo de O por
parte del embridn, al mismo tiempo que baja la solubilidad de este gas en agua (Rolletschek

et al., 2007; 2009).

La relacion entre las caracteristicas morfoldgicas e histolégicas y la dormicion en girasol
todavia no esta totalmente explicada. Los embriones hibridos reciprocos poseen la misma
dotacion genética en cuanto al aporte de ambos parentales, aunque la morfologia del embrién
estd determinada por la madre a través del tamafio del ovario (futuro pericarpio) que limita
el crecimiento del embrion (Lindstrom et al., 2015; Castillo et al., 2017). En consecuencia,
las variables morfoldgicas del aquenio (como su peso, relacién pericarpio/pepita y
dimensiones) son determinadas por el genotipo materno, como se ha observado en otras
especies como Phaseolus vulgaris L. (Singh et al., 2017) y Arabidopsis thaliana (Fedi et al.,
2017) (ver Fig. 3.5). En los frutos hibridos evaluados en este trabajo, las caracteristicas del
pericarpio (que dependen del parental materno; ver Imagen 3.4, Cuadro 3.4, 3.5) no se
asociaron con el comportamiento de dormicién de los aquenios en la ventana temporal donde
la herencia estuvo determinada principalmente por el genotipo del cigoto. En el caso de los
hibridos de los parentales HA342 y B123, que transmitieron el caracter Tl a la F1 hibrida
(percibida como herencia materna), tendieron a presentar un pericarpio con una mayor
proporcidn del peso del fruto, de mayor espesor y grado de esclerosamiento del parénquima
medio con respecto al parental 609. Esto coincide con lo determinado Hernandez et al. (2017)

donde las F1 provenientes de los genotipos silvestres, mostraron pericarpios similares al
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genotipo materno con una hipodermis y capa de fitomelanina mas gruesa y un escleréenquima
con paredes celulares més gruesas y lignificadas. Sin embargo, los cortes histolégicos no
mostraron diferencias entre los pericarpios de 1579 y 609, al menos en la estructura interna
del pericarpio. Esta incapacidad de transmitir la Tl por parte del 1579 a la F1 hibrida
1579x609 muestra la relevancia del efecto combinado del cigoto y de las cubiertas en la

expresion de la TI.

La importancia del cigoto en la expresion de los fenotipos de dormicion por sobre las
cubiertas se refleja también en los patrones observados en las respuestas fisiologicas de las
F1 con respecto a ambos parentales. En primera medida, se observaron diferencias en
sensibilidad al ABA entre parentales (mayor en genotipos de alta dormicién), y un
comportamiento intermedio en ambos hibridos (Fig. 3.4, ver 75 DDC). Lo mismo sucedio
para la sensibilidad al aporte externo de GA vy etefén (etileno), donde los parentales
presentaron respuestas distintas entre si (609 mayor sensibilidad) y ambos hibridos en forma
intermedia (Fig. 3.5). Esto confirma la importancia del componente cigético o embrionario
en la herencia de este caracter (DEBT). Sin embargo, la transmision de la Tl a la progenie
fue por via materna ya que su expresion depende del pericarpio. Como se observo, la Tl se
transmitio solamente a la progenie F1 a partir de cruzas con dos (HA342 y B123) de los tres
parentales de alta dormicion evaluados y esta Tl no pudo ser revertida por la aplicacion de
GA o etefon en los aquenios. La falta de respuesta a los inhibidores de sintesis tanto de GA
como de etileno en la germinacién en girasol sugiere que el metabolismo de estas hormonas
no tiene un rol en la respuesta germinativa (Cuadro 3.2, 3.3). Es asi como se resalta el rol
central del ABA en laregulacién de la dormicion. La capacidad de respuesta de los embriones

al ABA exdgeno ha explicado las diferencias encontradas en dormicién de los aquenios entre
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parentales e hibridos, en su atenuacion durante la postcosechay las diferencias de expresion
en el rango térmico, de mayor sensibilidad a bajas temperaturas (mayores DEBT) y en
genotipos con predisposicion a expresar Tl. Ademas, esto se corresponde con el rol inverso
que tuvieron las GA y el etileno (etefon) en la promocion de la germinacion (Fig. 3.4, 3.5).
Esto se apoya en lo observado en Arabidopsis, donde mutantes con menor dormicién inicial
tendian a ser resistentes a la Tl, debido a una menor sensibilidad al ABA (por e¢j. abi-3) y
menores requerimientos de GA (entre otros agentes) para revertir la dormicion (Tamura et

al., 2006).

Llamativamente, en girasol, observamos que los niveles enddgenos de ABA en ejes
embrionarios se asociaron negativamente con los niveles de dormicion de los parentales al
momento de cosecha (Fig. 3.6). Ademas, los hibridos tendieron a tener niveles de ABA
intermedios, sin observarse cambios durante la post-maduracion de los aquenios. EI aumento
de los niveles enddgenos de ABA en ejes de embriones incubados en agua no presento
diferencias con respecto al Fluridone. El etileno tampoco pareci6 afectar el metabolismo de
ABA, donde las respuestas a etefén (en germinacién) podrian deberse a cambios en la
sensibilidad al ABA (no se observaron cambios de los niveles enddgenos), dado que el
agregado de etefon revirtié la inhibicion del ABA con el progreso de la post-maduracion de
los aquenios (Fig. 3.7). Durante el desarrollo, los niveles enddgenos de ABA tampoco se
correspondieron con los niveles de dormicién de los embriones aislados entre parentales
(donde predomina una conjuncién de dormicién embrionaria y por cubiertas). En términos
generales en los tres parentales los maximos niveles de ABA se determinaron tempranamente
durante el desarrollo (12 DDA), decayendo progresivamente hasta la madurez (Fig. 3.11), de

la mano con lo visto por Le Page-Degivry et al. (1990). La capacidad germinativa de
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embriones (y de su sensibilidad al ABA) sin embargo fue considerable en momentos
tempranos, decayendo avanzado el desarrollo (26-27DDA), donde comienzan a observarse
ciertas diferencias entre genotipos que se corresponden con lo observado en cosecha y
postcosecha. El parental HA342 resultdé menos sensible a etefon y GA que el resto de los
parentales y cruzas (Fig. S. 3.6) y junto a 1579 resultaron ser los mas sensible al ABA (luego
de la promocion generalizada de la germinacion en Fluridone; Fig. S. 3.7). Luego hacia el
momento de cosecha, la capacidad germinativa aumentd, aunque diferencialmente entre
parentales y cruzas (Fig. 3.4, 3.11). El rol de la sintesis de novo de ABA parece estar
relacionado con la induccion y mantenimiento de la dormicion durante el desarrollo,
decayendo una vez avanzado el desarrollo y la cosecha (Le Page-Degivry et al., 1990, 1996;
Le Page-Degivry y Garello, 1992). Esto también se sustenta en la baja asociacion entre los
contenidos de ABA durante el desarrollo y la dormicién entre parentales, siendo incluso la
asociacion negativa al momento de cosecha. Como se demostré en trigo (Walker-Simmons,
1987, 1988) y sorgo (Gualano et al., 2007), la sensibilidad del embrién al ABA se
correlaciona con la variacién de la dormicion entre genotipos, no asi el contenido endégeno

de ABA en los embriones.

Para el caso del girasol cultivado, el control de la germinacion del fruto no se asocia
claramente con el metabolismo del ABA en el embrion (como en lechuga; Argyris et al.,
2008) o en la capa de endosperma (como en Arabidopsis; Finkelstein et al., 2008). Con
respecto a una restriccién mecanica de las cubiertas (como en Arabidopsis y lechuga; Sung
et al., 2008; Nambara et al., 2010) esta posibilidad no ha sido probada ni descartada. Aun
desconocemos las causas por las cuales es mayor el efecto restrictivo de las cubiertas en

algunos genotipos de girasol. Los cortes histologicos de pericarpio presentados en esta tesis
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corresponden a la region ecuatorial o parte media del fruto; sin embargo, podrian ser
relevantes las caracteristicas morfologicas en la region micropilar del pericarpio, por donde
emerge la radicula a través de la apertura producida a lo largo de la sutura (Vigliocco et al.,
2017). El rol de las cubiertas en girasol parece asociarse con una regulacion fisiologica en el
embridn a través del control del ingreso de O en el fruto embebido (donde se hipotetiza que
las diferentes estructuras -endosperma, testa, y pericarpio- constituyen una serie de
resistencias para el intercambio gaseoso; Baskin y Baskin 2014). A partir de la imbibicion de
la semilla los niveles de Oz debajo de las cubiertas disminuyen rapidamente como
consecuencia de la reactivacion del metabolismo y la baja permeabilidad de las cubiertas al
O2 (Rolletschek et al, 2007, 2009). Asi, la disponibilidad de O en el embrién puede afectar
de manera directa al metabolismo y/o sensibilidad hormonal. La presencia de Tl en el
parental 1579 confirma que detras del efecto que puedan tener las cubiertas, la interaccion
con el embrion predispone a su expresion (la cruza 1579x609 no presentdé TI). Dicha
propension estaria dada por la alta sensibilidad del embrion al ABA y menor sensibilidad a
agentes promotores de la germinaciéon como GA y etefén (Fig. 3.4, 3.5). Asimismo, la
hipoxia disminuy0 la respuesta a agentes promotores como etileno/eteféon (Fig. 3.8 C). Es asi
como ciertos rasgos como la susceptibilidad de los embriones a sufrir Tl a partir de una mayor
sensibilidad al ABA en hipoxia, puede transmitirse en parcialmente a la descendencia (Fig.

3.9).

3.5.  Conclusiones
La herencia de la dormicion en frutos de girasoles cultivados es de origen mixto, ya que

estd determinada por el genotipo del cigoto y por las cubiertas de origen materno,

mostrando que la dormicion DEBT y la Tl dependen de una interaccion entre el embrion
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y las cubiertas. La expresion de un determinado fenotipo de dormicidn en un cruzamiento
dependeré de la interaccion entre el genotipo del cigoto (principalmente) con el genotipo
de las cubiertas determinadas por el parental que se comporte como madre. Asi, la
presencia de TI persistente dependera del genotipo logrado del cigoto y su interaccion
con las cubiertas. Ciertas caracteristicas fisioldgicas del embrion como la alta sensibilidad
al ABA y baja a GA y etefon, se asocian con genotipos con una alta dormicion y
predisponen a la expresion de T1. Ademas, la presencia de una alta contribucion del peso
del pericarpio al peso del aquenio, cubiertas de gran espesor y grado de esclerificacion
de las paredes celulares (que aportan rigidez y podrian disminuir la permeabilidad al
intercambio de gases en el fruto embebido) podrian asociarse con este fenotipo. Esta
caracteristica podria ser reforzada por tratamientos de curado de semilla habituales en la
industria, donde la aplicacion de una capa de un polimero o “coating” podria sumar una

resistencia mas al intercambio gaseoso.



Capitulo 4:

Efecto del ambiente de almacenaje sobre la post-maduracion en
seco de los aquenios

Resumen
La dormicion primaria en aquenios de girasol disminuye durante el almacenaje en seco (0

post-maduracion). En muchas semillas ortodoxas, este proceso es promovido por mayores
TA. Sin embargo, la informacion publicada en girasol resulta ambigua y/o contradice este
patrén. Esto podria deberse a interacciones entre el CH de los aquenios y la TA. En este
capitulo se investigo el efecto combinado del CH y la TA sobre la dindmica de SD. Se
llevaron a cabo experimentos con dos lineas de girasol (600 y 1579). Al momento de
cosecha, los aquenios se almacenaron en una combinatoria de cuatro niveles de CH (4, 6, 8,
10%) y seis TA (-18, +5, 10, 15, 20 y 25°C, eventualmente 30°C). Se evaluo la germinacion
de aquenios y embriones en agua a 10 y 25 o0 30°C, y de embriones en ABA en distintos
momentos del almacenaje. Ambos genotipos siguieron patrones similares. La SD fue
mayoritariamente promovida en aguenios con CH 6% y dentro de un amplio rango de TA,
con un 6ptimo entre 10-20°C. En frutos con CH 4%, solamente altas TA (20-25°C)
promovieron la SD, y ésta se inhibié a TA de 15°C o menores. En aquenios con CH 8y 10%
se observo un patron de respuesta negativo a la temperatura (a mayor TA se inhibio la SD).
Tanto a CH 8 como 10% se observo SD luego de almacenar a TA -18°C, temperatura que
inhibio totalmente este proceso en frutos con CH 4 y 6%. Todos estos efectos del ambiente
de almacenaje estuvieron acompafiados por cambios en la sensibilidad del embrién al ABA.
Dentro de los plazos evaluados, los resultados apoyan la SD y el deterioro se tratarian de
procesos independientes. Finalmente, se considero de utilidad la HRe y del ww para modelar

la tasa de SD de aquenios. Esto ofrece un marco mas adecuado para investigar los
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fundamentos bioquimicos detras de la SD en seco. A partir de estos anélisis, identificamos
un rango de condiciones “Optimas” para promover la SD y que coinciden con la ausencia de
actividad metabdlica. A la vez, se plantea un marco de referencia para profundizar en los
mecanismos que guian los principales procesos -SD y deterioro- en las semillas ortodoxas

usando al girasol como modelo de estudio.
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4.1.  Introduccion
El girasol produce “semillas” de tipo ortodoxas, ya que alcanzan bajos CH al momento de

cosecha (Baskin y Baskin, 2004). En este estado de baja hidratacién, la movilidad molecular
se ve altamente reducida y las semillas se consideran quiescentes o criptobidticas, ya que no
llevan a cabo los procesos que solemos asociar a los sistemas vivos (Walters et al., 2005).
Las semillas ortodoxas pueden permanecer viables por largos periodos (afios) y reanudar las
funciones metabolicas normales tras la imbibicion. Sin embargo, bajo dichas condiciones de
baja hidratacion, la dormicién primaria se pierde o atenla progresivamente como parte del
proceso conocido como “post-maduracion en seco” (o after-ripening). Este proceso es
afectado por la TA en muchas especies (Probert, 2000), incluyendo girasol (Rodriguez et al.,
2018). El patron general muestra que mayores TA aceleran la SD en muchas especies
(Baskin y Baskin, 1976 , 1986; -Bromus tectorum-, Allen et al., 1995, Bauer et al., 1998; -
Lolium rigidum- Steadman et al., 20032°; - Lithospermum arvense- Chantre et al., 2009).
Sin embargo, esta respuesta a la TA no siempre es clara incluso dentro de una misma especie,
pudiendo reflejar la existencia de interacciones con el CH (Baskin y Baskin, 1979; -girasol-
Bazin et al., 2011a; -Arabidopsis thaliana- Basbouss-Serhal et al., 2016; -Heteropogon
contortus- Baldos et al., 2014; -Avena fatua- Foley, 1994; -Oryza sativa- Leopold et al.,

1988).

El CH de una semilla o fruto esta determinado por su composicion quimica (p. ej. contenido
de aceite) y por el equilibrio termodinamico que se establece con la HR del aire que la rodea
(Ellis et al., 1995). Por lo tanto, variaciones en el CH bajo diferentes ambientes de
almacenaje podrian afectar la SD. Algunos trabajos exploraron el efecto del CH de las

semillas en el proceso de SD. Debido a que este valor de CH depende de la composicién de
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aceite de cada especie, se ha utilizado la HR del aire en equilibrio con las semillas para
reflejar el estado termodinamico del agua (Vertucci y Roos, 1990). En diversas especies, se
ha demostrado que la pérdida de dormicion se ve favorecida a HR intermedias, y se ve
impedida a HR muy bajas o altas (Finch-Savage y Leubner-Metzger; 2006). Para el caso del
girasol, los estudios realizados resultan incompletos en el abordaje de los efectos e
interacciones de la TA y del CH dentro del rango en que suelen almacenarse los aquenios
(Bazin et al., 2011; Rodriguez et al., 2018). Por ejemplo, Bazin et al. (2011%) exploraron los
efectos del almacenaje de frutos con valores de CH de 3, 4, 5, 10 y 12% en combinacion con
diferentes TA (15-30°C). Estos autores reportaron que a bajos CH (menores al 5%, base PS)
la SD embrionaria fue promovida por bajas TA (15°C), mientras que a CH mayores al 10%
esta respuesta se invirtio, y altas TA (25-30°C) aceleraron la SD, por encima de una Ty, de
8°C. El modelo desarrollado por Bazin et al. (2011%) no exploré el rango de valores de CH
entre 5y 10% que es el que habitualmente se establece en equilibrio con HR de la atmdsfera
entre 45-80% (Pixton y Warburton, 1971), y que refleja las condiciones de almacenaje méas
frecuentes en la industria semillera. En un trabajo reciente (Rodriguez et al., 2018) se
observd que el almacenaje a 25°C promovi6 la SD de aquenios en dos genotipos (una linea
y un hibrido comercial) de girasol comparando con almacenaje a 5°C, y para un CH inicial
cercano al 6% (base PS). Esto amplio6 el rango de respuesta positiva a la TA previamente
descripto por Bazin et al. (2011%), aunque solo consideré un nivel de CH y no evalué posibles
efectos de variaciones en este factor.

Las practicas de acondicionamiento de la semilla hibrida comprenden el secado a un CH

determinado (6-8%), limpieza, clasificacion, “curado” (tratamientos con fitoterapicos) y

finalmente embolsado. Luego del secado, las condiciones de almacenamiento de las
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“semillas” no son severamente controladas, pudiendo ocurrir variaciones en la HR y
temperatura del aire que a su vez producen variaciones en el CH de la semilla. Con el
proposito de eliminar rdpidamente la dormicion en lotes de girasol que deben ser utilizados
para una siembra inmediata (p. ej., en programas de mejoramiento), en la industria semillera
suelen utilizarse algunas précticas con base empirica. Por ejemplo, una de estas préacticas
consiste en secar los frutos a un CH 8% y almacenar a 10°C por una semana antes de sembrar
(comunicacion personal). Estas condiciones que podrian promover la ruptura de la
dormicion sugieren una posible respuesta a la estratificacion (frio y altos CH). Sin embargo,
los CH en este caso son menores que los tipicamente asociados con la respuesta de
estratificacion en otras especies (donde las semillas alcanzan yw mayores en contacto con el

suelo humedo; Benech-Arnold et al., 2012; Malavert et al., 2020).

Los cambios que ocurren en los aquenios durante la post-maduracion en seco (Basbouss-
Serhal et al. 2016; Chahtane et al. 2017) tienen un fuerte impacto en los eventos relacionados
con la accion hormonal luego de la imbibicidn, actuando como un interruptor que definira la
ocurrencia o no de la germinacién. En diferentes especies se ha observado que variaciones
en los niveles de dormicién durante el almacenaje implican cambios en el metabolismo de
ABA y/o sensibilidad al ABA que se manifiestan en la semilla embebida. Los estudios con
Arabidopsis y cebada muestran que las semillas embebidas con altos niveles dormicién
(recién cosechadas) y sin dormicion luego de la post-maduracion en seco exhiben diferencias
en el metabolismo y la sefializacién de ABA (Bewley, 1997; Ali-Rachedi et al., 2004;
Cadman et al., 2006; Benech-Arnold et al., 2006; Barrero et al., 2009; Yazdanpanah et al.,
2017). Sin embargo, a diferencia de Arabidopsis y cebada, en girasol no hay evidencias

claras que apoyen que cambios en el metabolismo de ABA en la imbibicion se asocien con
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la SD (tal como sugieren los resultados del Capitulo 3 de esta tesis). Paralelamente, la
sensibilidad a esta hormona, evaluada como la inhibicion de la germinacion de embriones
incubados en ABA exd6geno, disminuyo progresivamente durante el almacenamiento en seco
(Le Page-Degivry et al., 1996), y se asocio con la distinta velocidad de SD de aquenios bajo
TA contrastantes (5 vs. 25°C; Rodriguez et al., 2018). Por lo tanto, las evidencias en girasol
apoyan un rol clave de la via de sefializacion del ABA y modificaciones en su funcionalidad
durante la post-maduracion en seco. Otras vias hormonales también podrian jugar un rol en
los cambios en el nivel de dormicidn durante el almacenaje en seco, a través de interacciones
con la via del ABA. La germinacion de los aquenios dormidos de girasol también puede
promoverse mediante la adicion de GA vy etileno (Corbineau et al., 2014). EIl etileno
promovio6 la germinacion de embriones de girasol inmaduros, mientras que la inhibicion
quimica de la biosintesis de etileno o el bloqueo de sus receptores redujeron su germinacion
(Corbineau et al., 1990). Este efecto del etileno podria implicar la atenuacion de la via de
sefializacion de ABA (Xia et al., 2019) y la posible reduccion de los niveles de ABA, como
ocurre en las semillas de Arabidopsis (Finkelstein et al., 2008). De estas dos posibilidades,

la segunda fue evaluada y descartada en el Capitulo 3 de esta tesis (Fig. 3.6.A).

Durante el almacenamiento en seco, las semillas no solo pueden cambiar de un estado de
mayor a menor dormicidn, sino que también se deterioran y envejecen. Los efectos del CH
y TA sobre la longevidad de las semillas han sido exhaustivamente estudiados en muchas
especies, con el desarrollo de modelos predictivos de gran impacto préactico (Ellis y Roberts,
1980). La relacidon entre el CH de las semillas y la HR del aire con el que estan en equilibrio
termodinamico se puede describir mediante las isotermas de sorcién. Estas isotermas a su

vez son afectadas por la temperatura, mostrando el efecto de la temperatura sobre el CH de
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las semillas aun bajo una misma HR. El uso de las isotermas de sorcion se extiende al estudio
de procesos asociados con la hidratacién en diferentes materiales o sustancias, y es aplicable
a estructuras bioldgicas como las semillas. Las isotermas de sorcion pueden variar segun la
composicion quimica (contenido de aceite), la temperatura, y fenémenos de histéresis de las
semillas (adsorcion/desorcion de agua; Fig. 4.1, B, C, D). El conocimiento de las regiones
de unioén con el agua brinda la oportunidad de interpretar los diversos procesos bioquimicos
que pueden ocurrir en las semillas en funcion del CH. Independientemente de los factores
enumerados que modifican las isotermas, se pueden identificar tres zonas de sorcion
(Vertucci y Leopold 1986, 1987; Vertucci et al., 1987; Fig. 4.1 A). La primera corresponde
a una zona de respuesta empinada entre valores de CH que equilibran con muy bajas RH (0-
20%), una segunda zona de respuesta lineal y menos pronunciada a lo largo de HR
intermedias (20-65%) y finalmente una zona de grandes aumentos en los CH con altas HR
(70-95%) (Bewley et al., 2013). Estas tres zonas de sorcidon responden a distintas
interacciones del agua con los componentes de la semilla. En la primera zona, las moléculas
de agua estan ligadas muy fuertemente a los sitios méas polares o con carga eléctrica (grupos
ionicos); en la segunda zona, comienzan a ocurrir uniones mas debiles asociadas a sitios
polares e hidrofilicos, y en la tercera zona hay uniones mas débiles del tipo puente de
hidrégeno entre moléculas de agua, formandose “capas” o agua libre. La fuerza de estas
uniones se refleja como una entalpia descendente a medida que aumenta el CH (Vertucci y

Leopold 1984, 1987).

Vertucci y Ross (1990) propusieron que a una HR dada, el agua en los tejidos de semillas
con composiciones quimicas variadas estara en un estado termodindmico similar. Este

concepto, aplicado a la optimizacion de las condiciones de almacenaje para maximizar la
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longevidad de las semillas en los bancos de germoplasma, fue superador con respecto al

criterio previamente utilizado, basado solamente en el CH. Dado que la HR esta

estrechamente relacionada con la aw, un término que describe la disponibilidad

termodindmica del agua para las reacciones quimicas (HR/100 = aw), las isotermas de sorcién

del

agua proporcionan un medio para relacionar el

CH con

los pardmetros

termodinamicamente mas relevantes de la aw y el yw (Walters et al. 1998). Sin embargo,

independientemente de la forma en que el agua esté ligada a un sistema, la medida en que
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Fig. 4. 1. (A) Relacion entre el CH de las semillas y la HRe (denomina isoterma de sorcion de
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isotermas: (B) La composicion quimica de la semilla. Relacién entre el CH de la semilla y la HRe
para semillas de varias especies con distinto contenido de aceite (arroz -2,2%-, sorgo -5%-, soja -
20%-, lechuga -37%-, mani -58%-, tejo-71%-). (C) Efecto de la temperatura. Relacion entre el CH'y
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sea capaz de realizar un trabajo (por lo tanto, capaz de afectar pérdida de dormicion y/o
deterioro de las semillas) dependera de pw o yw (Roberts y Ellis, 1989). Tanto el CH, HR y
yw tienen implicancias termodindmicas distintas, donde CH y HR (o aw) no describen el
efecto de la temperatura en las reacciones fisicoquimicas. Por lo tanto, yw resulta ser la
unidad de medida bioquimica y biofisicamente mas relevante del potencial de reacciones en

un ambiene acuoso a cualquier temperatura (Vertucci y Ross, 1993).

Aun cuando es mucho lo que se sabe con respecto a los eventos “post-imbibicion™ que
caracterizan a las semillas dormidas y no dormidas, los eventos causales de estos cambios y
que ocurren durante la post-maduracién en seco siguen siendo objeto de debate. Debido al
bajo CH con que habitualmente se equilibran las semillas (o frutos) ortodoxas durante el
almacenaje “en seco”, se ha considerado improbable que los cambios en el nivel de
dormicion se deban a reacciones enzimaticas (Bewley et al., 2013; Fernandez-Marin et al.,
2013; Bailly et al., 2008, 2019). Generalmente se asume que el citoplasma se encuentra en
"estado vitreo" en el cual la muy limitada movilidad molecular impide la ocurrencia de
reacciones enzimaticas, como se ha descripto con el ciclo de las xantéfilas en un musgo
tolerante a la desecacién (Fernandez Marin et al., 2013). Sin embargo, la posibilidad de que
algunas reacciones enzimaticas ocurran aun en el estado vitreo es sugerida por observaciones
de algunos autores en el contexto de la preservacion de alimentos deshidratados (Drapron,
1985). Alternativamente, se ha propuesto que la atenuacion de la dormicion durante el
almacenaje en seco se deberia a la ocurrencia de reacciones de oxidacion de origen no-
enzimaticas. Estas reacciones serian producidas por ROS que se forman espontaneamente
en presencia de Oz (p. ej. a través de la peroxidacion de lipidos; Bailly et al., 2008; Oracz et

al., 2007; Bazin et al., 2011). La formacion de ROS también puede ocurrir en ausencia de
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O2, como resultado de las reacciones Amadori-Maillard (Esashi et al., 1993). La produccion
de ROS en ausencia de Oz podria explicar el hecho de que la dormicion se pierde aun en
condiciones de anoxia (Buijs et al., 2018). Mas alla del origen de las ROS (y su formacion
en presencia/ ausencia de O2), niveles elevados de ROS promueven la SD en semillas de
girasol (Vigliocco et al., 2020). Por ejemplo, tratamientos con oxidantes (como el metil-
viologen; Oracz et al., 2007) o el almacenaje en hiperoxia (Morscher et al., 2015; Buijs et
al., 2018) aceleraron la SD en semillas de girasol y Arabidopsis. A la vez, estas condiciones
promueven el deterioro oxidativo de las semillas que conducen en un primer momento a la
pérdida de vigor (como la capacidad para germinar rapida y uniformemente, produciendo
plantulas normales bajo diversas condiciones ambientales) y posteriormente su viabilidad.
Sin embargo, ambos procesos, pérdida de viabilidad y SD, podrian no estar acoplados y
ocurrir a distintas velocidades, indicando que son afectados diferencialmente por las
reacciones de oxidacion (Bailly et al., 2008, 2019; Chahtane et al., 2016). Hasta el momento,
la funcién de las ROS producidas durante el almacenaje en seco en la SD de las semillas

sigue siendo incierta.

A favor de la posibilidad de que ocurran reacciones enzimaticas durante la post-maduracién
en seco, se encuentran los trabajos de Esashi y Zhang (Esashi et al., 1993, 1997; Zhang et
al., 1995; Lee et al., 2000; Akimoto et al., 2004) y mas recientemente de Mira et al. (2010,
2016). Estos trabajos se basan en la deteccion y analisis de compuestos volatiles emitidos
por las semillas almacenadas con bajo CH. La produccion de compuestos volatiles (p. e€j.
metanol, etanol, acetaldehido, acetona) tienen origen en distintas reacciones quimicas de
origen enzimatico de tipo fermentativas (Mira et al., 2010, 2016) a pesar de no existir un

metabolismo integrado en la semilla seca. Asi como las reacciones de tipo oxidativo
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causadas por ROS se ha propuesto que intervienen en el proceso de post-maduracion y
posterior deterioro, las reacciones de tipo enzimético podrian también estar en involucradas

en la pérdida de dormicion en ciertas condiciones durante el almacenaje.

La posibilidad de manipular la velocidad de SD durante el almacenaje ofrece la posibilidad
para abordar el estudio de los mecanismos fisioldgicos detras de la post-maduracion en seco,
como también una herramienta de importancia practica para el manejo postcosecha en la
industria semillera. Debido a la diversidad de fenotipos de dormicion existentes en los
girasoles cultivados (ver capitulo 2), se planted la necesidad de indagar estas interacciones
del CH y la TA en el almacenaje en dos genotipos. En particular se buscd explorar un rango
de CH que cubra los valores habituales en condiciones experimentales e industriales (i.e.,
entre 4 y 10%). Los objetivos del trabajo presentado en este capitulo fueron (i) caracterizar
la SD (y del posible deterioro oxidativo) de aquenios almacenados en diferentes
combinaciones de CH (entre 4 y 10%, base PS) y TA, (ii) evaluar la ocurrencia de procesos
asociados con el O2 durante el almacenaje (consumo de O, peroxidacion de lipidos) e (iii)
identificar los cambios fisiologicos post-imbibicion (sensibilidad de embriones al ABA)

asociados a las respuestas observadas.

4.2.  Materiales y métodos
4.2.1. Material vegetal

Para evaluar el efecto de las condiciones de almacenaje sobre la SD se cultivaron dos
genotipos con distintos “fenotipos” de dormicion durante 3 afios de experimentos: 600,
de dormicién intermedia-baja y 1579, de dormicion intermedia-alta y Tl a 30°C de

incubacién (ver Capitulo 2). Los genotipos se sembraron en el mes de octubre en 3 afios
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consecutivos (experimento 6: 10 de octubre de 2017 -1579 y 600-; experimento 7: 8
de octubre de 2018 -600-; experimento 8: 28 de octubre de 2019 -600-). La siembra en
esta época expone al cultivo a un ambiente que maximiza los niveles de dormicion al
momento de cosecha (Riveira Rubin et al., 2021). Los ensayos de campo se llevaron a
cabo bajo siguiendo la metodologia del Capitulo 2 (ver 2.2.1. Material vegetal y
experimentos a campo). A madurez de cosecha (11% de CH) se recolectaron los capitulos,
se trillaron de manera manual conservando los aquenios del tercio periférico (descartando
los primeros dos radios) y medio, y finalmente se procedi6 al secado en secadoras
experimentales con flujo de aire forzado a una temperatura de 35°C hasta lograr el CH

objetivo (esto fue particular para cada experimento).

4.2.2. Aplicacidn de los tratamientos de almacenaje
Se utilizaron plantas que tuvieron similar fecha de R5.1. y se obtuvo una cantidad

aproximada de 2-3 kg de aquenios. Este lote inicial cosechado se subdividié en 4
muestras (o sub-lotes) de igual cantidad (ca. 500 g) para generar los 4 niveles de CH. Este
se determind por el método gravimétrico. Uno de los sub-lotes se coloc6 en un contenedor
con silica gel (que se cambid diariamente) hasta alcanzar un CH de 4%. El
procedimiento para obtener los niveles de CH fue variando entre los distintos afios
experimentales (Fig. 4.2). En el experimento 6 (campafia 2017-2018) se secaron los 4
sub-lotes hasta 6%, uno de ellos se continu6 secando en silica hasta 4%, y otros dos se
humedecieron en cadmara humeda (100% HR) hasta alcanzar valores de CH 8 y 10%.
Todos los recipientes de “equilibrio” y el sub-lote de 6% se mantuvieron a 20°C hasta el

inicio de los tratamientos de almacenaje. En el experimento 7 (afio 2018-"19) y 8 (afio 2019-
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Métodos utilizados para lograr diferentes CH (%)

Secado - Hidratado Secar progresivamente

CH (11-12%)

(desorcion-adsorcion) (solo desorcion)
10%+ » 10%
HCRaTOaCrI?% 8% Secadora 8%
________ e 26k
4% - . Silica 4%
Experimento 6 (1579-600) Experimento 7 y 8 {(600)

Fig. 4. 28. Esquema de métodos utilizados para alcanzar los CH objetivo para cada uno de los
experimentos (6, 7 y 8). Se observa que se parte de una muestra con un CH inicial (11-12%) al
momento de cosecha. En el experimento 6 (genotipo 1579 y 600) se procedi6 a llevar a 6% en
secadora, luego a 4% utilizando silica gel (desorcion), y a 8 y 10% a través de una cdmara con HR
100% (adsorcidn). En el experimento 7 y 8 (genotipo 600) las muestras se obtuvieron a través de un
secado progresivo utilizando secadora (10, 8 y 6%) v silica (4%; desorcion).

“20) se optd por ir retirando los sub-lotes de la secadora una vez alcanzados los CH objetivo

y para la muestra de 4% se uso silica gel.

Una vez alcanzados los cuatro CH objetivo, se prepararon submuestras de 10 g cada una en
frascos de vidrio de 100 ml y se sellaron con tapones de goma, grasa selladora y Parafilm.
Se almacenaron triplicados (n=3) de tratamientos (CH x TA) a temperaturas constantes de -
18°y +5, 10, 15, 20, 25y 30°C (-18 y 30°C se realizaron ocasionalmente) (ver Imagen S.

4.2 B, C). Ademas, se incluyeron dos tratamientos de las condiciones de almacenaje:

I. Control de CH durante el almacenaje utilizando soluciones saturadas: Frascos
conteniendo granos y 4 ml de una solucion saturada de sal de K.CO3 (HR~44%) y NaCl
(HR~78%). La solucion salina se coloco dentro de un tubo de hemdlisis abierto en posicion
vertical dentro del frasco, de manera que el liquido no entrara en contacto directo con los
aquenios, pero si haya intercambio en fase vapor. El objetivo de estos tratamientos fue
evaluar un posible efecto del método usado para lograr y mantener el CH durante el

almacenaje, y asi comparar con otros trabajos en la literatura (donde frecuentemente se usan
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soluciones saturadas con sales para lograr y mantener CH determinados). Estos tratamientos
a su vez se almacenaron en camaras a 5 y 25 °C (Experimento 6).

ii. Tratamiento de anoxia: Se aplicaron inyectando N. gaseoso a presion dentro de los
frascos a través de una canula (aguja de jeringa) atravesando el tapdn de goma, y dejando
salir el aire por otra canula inserta en el mismo tapdn; se mantuvo un flujo de N2 constante
durante 1 min en cada frasco; luego se sellaron ambos orificios con esmalte (la presion
excesiva se dejo salir antes de sellar). El objetivo fue desplazar el O2 atmosférico dentro de
los frascos para generar condiciones de anoxia durante el almacenaje. Estos tratamientos de
anoxia se combinaron con tratamientos de CH 6 y 8% en el experimento 6, y con tratamientos
de CH 4, 6, 8 y 10% en el experimento 7. Estos a su vez se almacenarona 5y 25 °C.

4.2.3. Monitoreo del contenido de humedad (CH) de los aguenios luego del almacenaje
Previo a cada ensayo de germinacion se monitore6 el CH para cada réplica de cada uno de

los tratamientos de almacenaje mediante método gravimétrico (ISTA, 1999). Se pesaron 10
aquenios con una balanza de precision antes (PF) y luego (PS) del secado en estufa a 130°C

durante 120 minutos (ISTA, 1999), expresando los valores de CH (%) en base seca:
CH(%) = [(PF — PS)/PS]x100 (3)

4.2.4. Evaluacion del nivel de dormicidn: ensayos de germinacion

El nivel de dormicion se evalu6 mediante ensayos de germinacién incubando a dos
temperaturas contrastantes dentro del rango térmico: 10°C, que favorece la expresion de
dormicion, y a 25°C (experimento 7 y 8) o 30°C (experimento 6), donde la dormicion se
expresa menos (ver capitulo 2, 2.3.2. Andalisis multivariado para los atributos de
dormicion). Debido a que el rango térmico de incubacion permisivo para la germinacion se

va ampliando a medida que la dormicion disminuye, el uso de temperaturas contrastantes



122

amplia la posibilidad de distinguir niveles de dormicion entre muestras que tienen un alto
nivel de dormicion (las diferencias se observardn mejor a 25°C) o muestras con bajos niveles
de dormicidn (las diferencias se observardn mejor a 10°C). Estas temperaturas permiten el
monitoreo del nivel de dormicién (10 y 25°C), y de la T1 (30°C) en aquellos genotipos que
la presentan (p. ej. 1579). Para cada ensayo de germinacion, se incubaron 25/20 unidades
(aquenios, embriones) por caja de Petri con doble papel de filtro con 6 ml de agua destilada
por unidad experimental durante 15 dias de incubacion en cdmaras con control de
temperatura. Se realizaron recuentos periddicos (2-3 dias) de germinacion retirando los
aquenios/embriones germinados. Los ensayos de germinacion se realizaron en 2-3

momentos durante el almacenaje (p.ej. 30, 70 dias desde el almacenaje -DDA-).

i. Ensayos de incubacion de aquenios: Se incubaron aquenios a dos temperaturas
contrastantes dentro del rango térmico de incubacion: 10° y 25° -experimento 7y 8- 0 10y
30°C -experimento 6-). Se usaron 10 y 30°C cuando se evalu6 Tl en el 1579, y luego 10y
25°C cuando se trabajo solo con el 600 para evaluar dormicion (sin TI).

ii. Ensayos de incubacion de embriones: Antes de incubar, se removid el pericarpio y
se realizé un corte con bisturi de la cubierta seminal en la parte posterior (siguiendo la
separacion entre cotiledones); se dejaron incubando “semillas” hasta el dia siguiente, donde
facilmente se removieron las cubiertas (testa y endosperma) y se dejaron los embriones
incubando aislados.

iii. Evaluacion de la sensibilidad de embriones a ABA: En paralelo a la incubacién de
embriones en agua, se incubaron embriones en ABA 5 uM (a 10°C en el experimento 6y a
25°C en el experimento 7).

4.2.5. Determinacion de ABA enddgeno por radioinmunoanalisis
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Se siguid la metodologia abordada en el Capitulo 3 (ver 3.2.3. Determinacion de ABA
enddgeno). Las determinaciones de ABA se llevaron a cabo en el experimento 7, donde se
tomaron muestras de 20 aquenios de los distintos tratamientos (4 CHy TA de 5, 15, 25°C)
a los 70 DDA. En los tratamientos con cuatro CH y que se almacenaron a 5 y 25°C, se
realizaron incubaciones de aquenios en agua destilada a 25°C durante 24 h para observar un

posible metabolismo diferencial entre tratamientos.

4.2.6. Determinacion del consumo de oxigeno (O2) durante el almacenaje

Se cuantifico el nivel de O dentro de cada frasco (cerrados herméticamente) donde fueron
almacenados los aquenios (ver Imagen S. 4.2 D, E). Las mediciones se realizaron con micro-
sensores (50 um tips, Presens, Neurburg, Alemania; metodologia segin Dominguez et al.,
2019). Brevemente, para cada medicién se introdujo la aguja conteniendo el microsensor a
través del tapon de goma del frasco hermético conteniendo la muestra de aquenios; una vez
estabilizado el valor de lectura (en mV), éste se registrd. Durante las mediciones se control6
la temperatura del ambiente (=25°C) y se relativizo el valor obtenido de cada lectura a la
sefial obtenida para el sensor en contacto con el aire en el momento de la determinacion

(asumiendo una concentracion de O es del 21%).

4.2.7. Analisis de peroxidacion de lipidos (TBARS) en ejes embrionarios provenientes de
distintas condiciones de almacenaje

Como indicador del grado de deterioro oxidativo en aquenios almacenados bajo distintas
condiciones de CH y TA se realizd un ensayo de TBARS (sustancias reactivas del acido
tiobarbitirico). El ensayo de TBARS es otro método para detectar la oxidacion de lipidos.
Este ensayo mide el malondialdehido (MDA), que es un producto fraccionado de un
endoperoxido de acidos grasos insaturados resultante de la oxidacion de sustratos lipidicos.

ElI MDA reacciona con el &cido tiobarbitdrico (TBA) formando un cromdgeno rosa
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(TBARS), que se mide a 532-535 nm. A los 70 DDA se aislaron embriones de las cubiertas,
se disectaron y pesaron los ejes embrionarios, que fueron molidos utilizando mortero y arena
esterilizada. La extraccion de las muestras molidas se hizo en &cido tricloroacético (TCA)
20% Yy luego se hizo reaccionar en TBA 0.5% en TCA 20% a 95°C, segun protocolo de
Heath y Parker (1968). Se utilizaron blancos de reaccion con arena molida. Las sustancias
reactivas del TBA se determinaron espectrofotométricamente a 532 nm y la absorbancia
inespecifica se determind a 600 nm, usando un espectrofotdmetro. Los resultados se

expresaron como (mg) de MDA por g de tejido seco.

4.2.8. Analisis de conductividad eléctrica (CE) en semillas

Para cada muestra evaluada, se sumergieron 25 semillas descascaradas (sin pericarpio) en
37,5 ml de agua desionizada (< 2 pS/cm™ g') a temperatura ambiente (25°C), de acuerdo
con la metodologia propuesta para girasol por Szemruck et al. (2015). Se midié la CE de la
solucién a las 24 h (a 25°C) utilizando un conductimetro portable Accumet APS85,
expresando los resultados en pS/cm™ g (adaptado de Braz et al., 2008). Las
determinaciones se realizaron a los 70 DDA en frutos del genotipo 600 del experimento 6;
se midio la CE en cada una de las 3 repeticiones de cada tratamiento de almacenaje, y se

calcul6 el promedio y el EE.

4.2.9. Dormicién persistente vs. pérdida de vigor a los 7 meses: Respuesta de aguenios
no germinadas a etefén; evaluacion del vigor mediante peso fresco de plantulas

Se realizd un ensayo de germinacion (E1) a 10°C de incubacion a los siete meses de
almacenaje (=200 DDA) en el genotipo 600 del experimento 6. Luego de 14 d, para aquellos
tratamientos donde los aquenios no germinaron, algunos de estos frutos se transfirieron a
placas nuevas con solucion etefon 100 UM, y otra parte se incub6 en agua destilada retirando

las cubiertas dejando el embrion aislado. En ambos casos se evalud la germinacion luego de
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4 d (E2). Sobre las unidades germinadas para todos los tratamientos tanto en E1 y E2, se
hicieron crecer las plantulas en bandejas plasticas con algoddn y papel de filtro con agua
destilada a 20°C suplementando con 16 h de luz blanca durante 4 d y pesaron en una balanza
de precision (Imagen S. 4.1 A). Ademas, para varios de los tratamientos de almacenaje (4,
6, 8, 10% a 5y 15°C) se realizaron tinciones en 6 ml de tetrazolio 0,5% (ISTA, 2007) de
aquenios en placas de Petri a 20°C (luego una previa imbibicién de 4 h en agua destilada).
Luego de las 24 h se evalu6 en forma visual el nivel de tincion de los embriones removiendo

el pericarpio y la cubierta seminal (en mayor medida la region del eje, Imagen S. 4.1 B-D).

4.2.10. Construccién de isotermas de sorcion para aguenios del genotipo 600. Uso de
estas para estimar la HRe y valores de ww para aguenios almacenados bajo
distintas condiciones

A partir de una muestra de aquenios (genotipo 600) almacenadas en freezer con CH de 3,5%,
se generaron submuestras con distintos niveles de CH objetivo (= 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11%,
bs). Para ello se humedecio la muestra inicial a CH 20% (en camara himeda con HR 100%)
y luego se fue secando en secadora experimental hasta 6% y luego en una cdmara con silica
gel. Las submuestras se fueron retirando y guardando en bolsas herméticas a medida que
alcanzaban el CH objetivo (evaluando el PF de cada muestra). De esta forma, las muestras
se obtuvieron por desorcion, simulando en alguna medida el proceso de secado progresivo
en planta y luego de la cosecha. Las submuestras de aquenios se colocaron en recipientes de
vidrio de 150 ml herméticos (20-22 gramos), que contaban con un sensor de HR vy
temperatura (DHT22 Arduino) sobre la parte interna de la tapa del recipiente (Imagen S. 4.2
F, G). Los frascos se colocaron en cdmaras de temperatura controlada a -18°C (freezer), +5,
10, 15, 20, 25 y 30°C (se fueron moviendo secuencialmente de a una temperatura a la vez).

Se siguid la dindmica de HR y se determind un valor una vez estabilizado que fue dentro de
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las primeras h de transferidos los frascos de una temperatura a otra. A partir de estos datos
se obtuvieron las isotermas de sorcion, mediante ajuste de un modelo polindmico de tercer
grado para los datos de CH en funcion de HR para distintas TA (ver dindmicas e isotermas
enlaFig.S. 4.6 A, B). A partir dichas isotermas, se obtuvo el valor estimado de HR (aw) por

el modelo para las muestras usadas en el experimento 8, de acuerdo con su CH y la TA.

4.2.11. Analisis estadistico

Los datos de porcentaje final de germinacion obtenidos para los triplicados de cada

tratamiento de almacenaje se promediaron, y este Unico valor se muestra con su EE
(utilizando el programa GraphPad Prism 7 para la visualizacion de los datos, Motulsky,
2003). Los resultados de CH alcanzados para las distintas TA, mediciones de oxigeno, CE y
TBARS se analizaron mediante ANOVA de acuerdo con un disefio de arreglo factorial, con
un nivel de significancia de 5% vy test de Tukey para separacién de medias, utilizando el
software InfoStat (versién 2018, grupo InfoStat, FCA, Universidad Nacional de Cérdoba,

Argentina) asistido por R Statistics (R Core Team, 2017).

También, se realizaron regresiones lineales para la germinacion de agquenios en agua en
funcién de la germinacién de embriones en ABA y contenido endégeno de ABA en ejes

disectados calculando los coeficientes R?, r y valor p.

Conjuntamente, se elabordé un modelo conceptual de la TSDR y la TDR (o pérdida de
viabilidad) en funcion del yw Y HRe de los aquenios durante el almacenaje con los datos del

experimento 8.

Las TSDR se obtuvieron ajustando regresiones no lineales tipo Gompertz entre el porcentaje
de germinacion final de aquenios en funcion de los DDA utilizando el software GraphPad

Prism 7, tanto para la incubacion a 10° como a 25/30°C en cada uno de los tratamientos de
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CHXTA. Se obtuvo el Tso, y se calculd la tasa de SD a partir de su inversa (1/Tso). A

continuacidn, esta tasa se relativizo al tratamiento de almacenaje con mayor tasa obtenida.

La TDR se obtuvo a través de la funcion de viabilidad de Ellis y Roberts (1980) con los
parametros ajustados para la especie girasol, despejando la cantidad de p dias para obtener
una germinacion del 50% de la poblacion, y luego se obtuvo la tasa calculando la inversa

(1/p). La ecuacion de viabilidad se obtiene:

1
1OI(e—Cw.log(CH)—Ch.TA—CqTA2 (4)

v=Ki-—

donde v es la germinacion (probit) después de p dias de almacenaje, K; la germinacion inicial
(probit), CH el contenido de humedad, TA la temperatura de almacenaje y Ke, Cw, Ch y Cq

constantes especificas de la especie (6.74, 4.16, 0.0329, 0.000478 respectivamente).

El yw se calculd a partir de estos valores de HR y temperatura (obtenidos de las isotermas

de sorcidn del genotipo 600) segun Vertucci y Roos (1993) y/o Ellis et al. (1989):

[RTIn(HR/100)]

w = T (5)

donde R es el contenido de gas ideal (8,3143 J/mol.K) , T es la temperatura en °Kelvin, y
Vw es el volumen molar parcial del agua (18,015 cm®mol™). A partir de los valores de HRe
y yw, Se elabord una grafico de coordenadas (x, y) para los valores de la TSDR y TDR

(ajustando un modelo exponencial) de los aquenios durante el almacenaje.

4.3. Resultados

4.3.1. Contenido hidrico de los aguenios durante el almacenaje
Para los distintos tratamientos de almacenaje -combinaciones de CHxTA- los valores de CH

se mantuvieron similares a los valores “objetivo” iniciales en cada caso, con leves
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fluctuaciones en algunos tratamientos durante el almacenaje. Estas fluctuaciones se deberian
al intercambio de agua entre la muestra y el aire del contenedor, hasta alcanzar el equilibrio
termodinamico entre ambas fases (igual potencial entre el agua adsorbida de la muestra'y en
la fase vapor dentro del frasco), afectado por la TA. Dependiendo de los CH iniciales y de la
HR ambiente con la cual fueron almacenadas los aquenios en los frascos, los distintos
tratamientos tuvieron fenémenos de adsorcién (menores CH, p. ej. 4%), o desorciéon (CH
mayores, p. ej. 8, 10%). Los cambios fueron leves o nulos para las muestras con CH 6% dado
que ya se encontraba cerca del valor de equilibrio con el aire al cerrar el frasco. Los valores
de CH durante el almacenaje (i.e., comparando 30 y 70 DDA) se mantuvieron casi constantes
(excepto algunas fluctuaciones leves y erraticas) para ambos genotipos (1579 y 600) y 3 afios
de experimento (Fig. 4.3). Por otro lado, se observaron fluctuaciones en el CH entre muestras
de un mismo CH “objetivo” almacenadas a diferentes TA, aunque sin una tendencia clara.
Para las muestras de un mismo CH objetivo, la dispersion de los valores de CH en torno al
valor medio fue menor o igual a 0.4 %. En el experimento 6, por €j., el genotipo 600 a los 70
DDA, los valores de CH alcanzaron entre 4,1-4,9% (4%), 6,1-6,8% (6%), 7,9-8,4% (8%) y
9,9-10,4% (10%). Por otro lado, el genotipo 1579 a los 77 DDA las fluctuaciones estuvieron
entre 4,6-5,2% (4%), 6-6,7% (6%), 8-8,3% (8%) y 9,9-10,6% (10%). Luego, en el
experimento 7, el genotipo 600 a los 70 DDA, dichas fluctuaciones estuvieron en el rango de
4,7-5% (4%), 6,6-6,8% (6%), 7,8-8,2% (8%) y 9,8-10,3% (10%). En el experimento 8, el
genotipo 600 a los 60 DDA, las fluctuaciones estuvieron en torno al 4-4,3% (4%), 6,4-6,8%
(6%), 7,8-8,2% (8%) y 10,3-10,8% (10%). Esto nos permite ver que, para los 3 afios de
experimentos y ambos genotipos, los menores CH objetivo (principalmente 4%) fueron los

que tuvieron mayores fluctuaciones (aunque no llegaron a superar el 1%), y en menor medida
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Fig. 4. 55. Contenido de humedad para los tratamientos de almacenaje. Las lineas punteadas
horizontales representan el valor de CH objetivo (4, 6, 8 y 10%) y cada punto representa el valor
logrado durante el almacenaje (media + EE; n=3). Sobre el eje de las abscisas se muestran las
distintas TA (-18, 5, 10, 15, 20, 25 y 30°C) a las cuales fueron almacenadas cada una de los CH y
tratamientos control: Sales saturadas (NaCl y K,COs3) y con nitrégeno (N2). Se muestran 3 afios de
experimentos (6, 7 y 8) y distintos momentos durante el almacenaje (DDA) sobre distintos
genotipos: Experimento 6, 600 y 1579; experimento 7'y 8, 600. Los valores p tanto para interaccion
y efectos principales se muestran en el Cuadro S. 4.1.

para 6, 8 y 10%. Las diferencias entre los tratamientos logrados de CH fueron significativas
(ver Cuadro S. 4.1). Finalmente, para los controles en atmosfera de hipoxia (desplazamiento
de Oz con N2 gaseoso) y con sales saturadas (K2COs y NaCl) los CH logrados también fueron

similares a los valores objetivo en cada caso.
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4.3.2. Efectos del CH, la temperatura vy el tiempo de almacenaje sobre la germinacion
de aquenios y embriones.

Los tratamientos de almacenaje tuvieron un fuerte impacto en la respuesta de germinacion
de los aquenios y embriones. Aunque se observaron importantes interacciones entre ambos
factores (CHXTA), los patrones observados fueron similares en los dos genotipos evaluados,
600 y 1579, como se puede observar en las Fig. 4.4 y 4.5, respectivamente. En cada panel
(A-P) se muestran los valores de germinacion final en funcién de la TA para un mismo nivel
de CH (referidos de acuerdo con el CH objetivo; 4, 6, 8 y 10%). Se muestran, ademas, los
resultados obtenidos en dos momentos luego de iniciado el almacenaje (30 y 70 DDA, para
600; y 37y 77 DDA para 1579), y a dos temperaturas de incubacién (30 y 10°C). Los valores
de germinacion de aquenios y embriones (ambos en agua) previos al inicio del almacenaje
se muestran con linea punteada en cada panel; las variaciones con respecto a estos valores
iniciales en cada caso permiten inferir cambios en el nivel de dormicién luego del almacenaje,
asi como posibles efectos del tratamiento de imposicion del CH sobre la dormicion al inicio
del almacenaje. A continuacion, se presentan y analizan los resultados para el genotipo 600,

y posteriormente para 1579, destacando los patrones comunes.

4.3.2.1.Resultados del Experimento 6 - genotipo 600

El procedimiento para lograr cada nivel de CH objetivo en el genotipo 600 tuvo un impacto
en los niveles iniciales de dormicién, inferidos a partir de los datos de germinacién de
aquenios (a 30°C de incubacion) y de embriones (a 10°C de incubacion; ver lineas
horizontales de corte del eje “y” en la Fig. 4.4). Los aquenios con mayores valores de CH (8
y 10%) mostraron un nivel inicial de dormicion mayor que los aquenios que se secaron a CH

6%; estos Ultimos germinaron 75% al inicio del almacenaje, mientras que los de CH 8 y 10%
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no superaron el 25% de germinacion. Por otro lado, los aquenios que se secaron a CH 4%
presentaron el mayor nivel de dormicion al inicio del almacenaje. Esto pone en evidencia que
la pérdida de dormicion avanzo durante los 20 d que se demord en alcanzar los valores de
CH objetivo més elevados (primero se secaron todas las muestras a CH 6% y luego se
pusieron en cdmara himeda las que se humedecieron hasta valores de CH 8 y 10%; todo se
mantuvo a 20°C). Esto sugiere un efecto significativo del CH sobre la SD; ésta parece
inhibirse en aquenios con altos niveles de CH (8 y 10%) pero también cuando los valores de
CH son muy bajos (4%). A 10°C de incubacidn, también se observé un efecto del CH sobre
la germinacion inicial, principalmente en los embriones (la germinacion de aquenios fue
nula). Aunque la germinacion inicial de embriones fue similar (=~ 70%) entre tratamientos de
CH 6, 8 y 10%, el secado a CH 4% mantuvo una mayor dormicion inicial (germinacioén =
25%). Esto resalta la importancia de evaluar dormicion a mas de una temperatura de
incubacion. Este efecto del CH, como se verd a continuacion, muestra ademéas fuertes

interacciones con la TA.

En aquenios almacenados con CH 4%, la SD fue promovida por TA entre 20 y 30°C (Fig.
4.4 -A, E, |, M-). Por el contrario, los niveles de germinacion de aquenios y de embriones se
mantuvieron sin cambios (con respecto a los iniciales) cuando la TA fue igual 0 menor a
15°C incluso hasta los 70 DDA. La germinacion de embriones a 10°C de incubacién también
fue promovida por TA entre 20 y 30°C. Esta menor dormicion embrionaria a 10°C se puede
asociar con una menor susceptibilidad a la inhibicién por cubiertas observada a 30°C de
incubacion (donde los embriones germinaron con valores altos desde el inicio en este
experimento y para todas las TA). El efecto de la TA sobre la germinacion de los aquenios

incubados 30°C fue notable, con valores que variaron de 0% para aquenios almacenados a
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15°C, hasta 100% para aquellos almacenados a 30°C (tanto a los 30 como a los 70 DDA).

Esta diferencia también se observo para la incubacion a 10°C, aunque con un retraso temporal

(alos 70 DDA,; ver paneles E y M). Aun cuando la germinacion de embriones aumenté entre

30y 70 DDA (ca 100% a los 70 DDA, panel M), la germinacion de embriones en 5 uM ABA

(evaluada solamente a 10°C de incubacion) se mantuvo totalmente inhibida para todas las
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Fig. 4. 82. Porcentaje final de germinacion de aquenios (circulos y lineas llenas azules), embriones
(cuadrados y lineas punteadas rojas) y embriones incubados en ABA 5uM (triangulos y lineas
naranjas) en funcion de la TA (-18, 5, 10, 15, 20, 25, 30°C) para distintos CH de los aquenios (4 -
AlLLEM-, 6 -B,J,FN-, 8 -C,K,G,0-y 10% -D,L,H,P-). Ademas, se muestran dos temperaturas de
incubacion (10° -E,F,G,H,M,N,O,P- y 30°C -A,B,C,D,I,J,K,L-) y dos momentos durante el
almacenaje (30 -A:H-y 70 DDA-I:P-) en el genotipo 600 del experimento 6. Las lineas punteadas de

interseccion sobre el eje “y” representan la germinacion de aquenios (lineas azules) y embriones
(lineas rojas) antes del almacenaje para cada CH. Cada punto representa la media + EE (n=3).

TA, evidenciando una alta sensibilidad al ABA.
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La germinacion de aquenios almacenados con CH 6% (paneles B, F, J, N) fue maxima para
todas las TA entre 5y 25°C, cuando se evalu6 incubando a 30°C (paneles By J). Sin embargo,
a 10°C de incubacion se evidenciaron diferencias en la germinacion asociadas con la TA.
Segun la germinacion de aquenios a 10°C, el rango 6ptimo de TA para promover la SD fue
de 10 a 20°C, y la respuesta de germinacion de embriones en ABA acotd este rango ain mas,
a TA entre 10-15°C. Fuera de este rango “Optimo”, la SD se retrasd cuando la TA disminuyo
(5°C) pero también hacia TA mayores (20 y 25°C). Esto se observé como un mayor tiempo
en alcanzar el 100% de germinacion (que ocurri6 a los 70 DDA, panel N), y también como
una mayor sensibilidad de los embriones al ABA (paneles F y N). Para la TA -18°C
(almacenaje en congelador) pareci6 inhibirse por completo la SD. Adicionalmente, para este
tratamiento (CH 6% - TA -18°C) la menor germinacién de aquenios a 30°C (para 30 DAA;
panel B) con respecto al valor inicial, asi como la menor germinacion de embriones a 10°C
(panel F), sugieren una caida en el vigor o un refuerzo de la dormicidén embrionaria como

consecuencia de la muy baja temperatura combinada con un CH 6%.

En los aquenios con CH 8% (paneles C, G, K, O), la SD de aquenios fue promovida por TA
entre 5°C y 20°C, y mostrd una respuesta negativa a la TA (evidente tanto a 30 como a 10°C
de incubacion; paneles C y G). Sin embargo, a 30°C de incubacion (panel C), esta respuesta
negativa a la TA se revirtio para la TA 25°C (la germinacién de aquenios aumento6 de 40%
para TA 20°C, a casi 80% para TA 25°C; panel C). Por otro lado, la germinacién de embriones
en agua a 10°C (panel G) también mostr6 una respuesta negativa a la TA a los 30 DDA, en
este caso evidente en todo el rango de 5 a 25°C. Sin embargo, para las TA de 20 y 25°C, la
germinacién de embriones disminuy6 con respecto al valor inicial (panel G; linea punteada)

sugiriendo una posible pérdida de vigor o un refuerzo de la dormicion embrionaria. A los 70
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DDA la germinacién de embriones aumentd y super6 el valor inicial, indicando que la SD
prosiguid. Por lo tanto, el almacenaje a TA 25°C parece haber promovido una pérdida de
vigor (observada en embriones incubados a 10°C) al mismo tiempo que se promovié la SD
(manifestado mas claramente a 30°C de incubacion). La germinacion de embriones en agua
(incubados a 10°C) aumentd entre 30 y 70 DDA, sugiriendo que la dormicion embrionaria
disminuyd para todas las TA, sin embargo, la germinacion de los aquenios a 10°C se mantuvo
fuertemente inhibida para las TA de 15 a 25°C (panel O). Esto estuvo acompafado por una
fuerte sensibilidad al ABA para todas las TA. Notablemente (y en contraste con los
tratamientos de CH 4 y 6%), la SD también ocurrié durante el almacenaje en freezer (TA -
18°C), como se puede inferir a partir del aumento en la germinacion a los 30 DDA (a 30°C

de incubacién) y a los 70 DDA (a 10°C de incubacién).

En aguenios almacenados con CH 10% (paneles D, H, L, P), la germinacion mostré una
respuesta bimodal a la TA a los 30 DDA (panel D), con un minimo para la TA 10°C. En el
rango de -18°C a +10°C, se observo una respuesta negativa a la TA similar a la exhibida por
aquenios con CH 8%, pero con un desplazamiento hacia TA menores. Para el rango de TA
entre 15 y 30°C, esta respuesta se invirtié y mayores TA promovieron la SD, con mayores
niveles de germinacion de aquenios a 30°C (panel D). A 10°C de incubacion, la germinacion
de aquenios fue practicamente nula en todo el rango de TA, incluso a los 70 DDA. De manera
similar, la germinacion de embriones (panel P) aument6 entre 30 y 70 DDA, hasta igualar o
superar el valor inicial (segun la TA). Nuevamente se esboz6 un patrén de respuesta bimodal,

con un minimo en TA de 10°C.

Estos resultados sugieren que los niveles de germinacion de los aquenios dependen del aporte

simultaneo de dos componentes diferentes: el nivel de dormicion y el vigor. Tanto una mayor
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dormicioén, como un menor vigor, pueden causar una menor germinacion. Estos resultados
por si solos no permiten aun distinguir entre ambos procesos (pérdida de vigor o cambios en
el nivel de dormicion), pero sugieren que, en diferentes rangos y combinaciones de CHy TA,
ambos procesos pueden operar de manera simultanea. Debido a que las diferentes
condiciones de almacenaje parecen afectar diferencialmente a cada uno de estos dos
procesos, la interpretacion de su ocurrencia es compleja. La posibilidad de evaluar el
deterioro requiere de determinaciones particulares que se mostraran méas adelante en este

capitulo.

4.3.2.2.Resultados para el Experimento 6 - genotipo 1579

En términos generales, las respuestas observadas para el material 1579 fueron similares a las
descriptas en el genotipo 600, con algunas diferencias asociadas con los mayores niveles de
dormicion y con la presencia de Tl (Fig. 4.5). La amplitud de los cambios en el nivel de
dormicion en respuesta a los tratamientos de almacenaje para este genotipo fue mayor durante
laincubacion a 10°C, debido a que la presencia de T impidi6 que la germinacion de aquenios
supere el 75% cuando la incubacidn se realiz6 a 30°C. De manera similar al genotipo 600, la
linea 1579 evidencié una aparente caida de la germinacion de embriones durante el
almacenaje respecto al valor inicial con CH bajos (4 y 6%) combinados con bajas TA (<15°C

para CH 4%, panel A; y TA -18°C para CH 6%; panel F).

En aquenios almacenados con CH 4%, la SD (reflejada en el aumento del porcentaje
germinado de embriones y de aquenios a los 33 'y 77 DDA; Fig. 4.5, paneles A e 1) avanzo
parcialmente cuando las TA fueron de 20 y 25°C, y solamente se pudo observar a 30°C de
incubacion (a 10°C no hubo germinacion de aquenios y embriones). Al contrario, cuando la

TA fue igual o menor a 15°C se mantuvo una baja germinacion de aquenios y embriones
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tanto a 37 como a 77 DDA, a 10 y 30°C de incubacion. Esto pudo deberse a un menor vigor
y/o un aumento en el nivel de dormicion. En aquenios con CH 6%, la SD se promovid
fuertemente por TA entre 10 y 20°C, con un optimo cerca de TA 15°C. Esto se observé en la
respuesta de germinacion de frutos incubados a 10 y a 30°C, y también en la respuesta de

embriones en ABA (panel F). Por fuera de este rango “6ptimo”, 1a SD disminuy6 a TA5y
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Fig. 4. 109. Porcentaje final de germinacion de aquenios (circulos y lineas llenas azules), embriones
(cuadrados y lineas punteadas rojas) y embriones incubados en ABA 5uM (triangulos y lineas
naranjas) en funcion de la TA (-18, 5, 10, 15, 20, 25°C) para distintos CH de los aquenios (CH 4% -
A lLE,M-, 6% -B,J,F,N-, 8% -C,K,G,0-y 10% -D,L,H,P-). Ademas, se muestran dos temperaturas de
incubacion (10°C -E,F,G,H,M,N,O,P- y 30°C -AB,C,D,1,J,K,L-) y dos momentos durante el
almacenaje (37 -A:H-y 77 DDA-I:P-) en el genotipo 1579 del experimento 6. Las lineas punteadas
de interseccion sobre el eje “y” representan la germinacion de aquenios (lineas azules) y embriones
(lineas rojas) antes del almacenaje para cada CH. Cada punto representa la media + EE (n=3).
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25°C, haciéndose nulaa TA -18°C. Cuando los CH fueron de 8%, los niveles de germinacion
mostraron un patrén de respuesta negativo a la TA (similar al 600) entre 5y 25°C, con un
Optimo entre 5y 10°C. La germinacion de aquenios no aumentd durante el almacenaje a -
18°C, aunque el aumento de los embriones (incubados a 10°C) a los 77 DDA sugiere una
pérdida parcial de la dormicion durante el almacenaje en freezer (panel O). Finalmente, con
CH de 10% la SD de aquenios fue promovida principalmente por el almacenaje en freezer (-
18°C) y se demor0 a temperaturas crecientes hasta una TA de 15°C. Por encima de esta TA,
la germinacion (tanto de aquenios como de embriones a 10°C) mantuvo niveles bajos y

cercanos a los valores iniciales.

4.3.2.3.Resultados para los Experimentos 7 y 8 — genotipo 600. Tasas de SD

Los experimentos 7 y 8 se realizaron solamente con la linea 600 (Fig. 4.6, 4.7). Debido a que
este genotipo no presenta T1, las incubaciones se realizaron a 10 y 25°C (en vez de 30°C)
para observar cambios solamente en la DEBT. El objetivo de estos experimentos fue, ademas
de corroborar los resultados del experimento anterior, evaluar un posible efecto del método
usado para generar los CH mas elevados (8 y 10%). A diferencia del experimento 6, los
distintos tratamientos de CH se obtuvieron a partir del secado progresivo del lote de aquenios
recién cosechados; los tratamientos de CH 8 y 10% se alcanzaron por desorcion, y no por
rehidratacion (adsorcion) de muestras previamente secadas a un CH menor (como se hizo en
el experimento 6). En el experimento 7, las TA fueron de 5-25°C y no se incluyo el
almacenamiento en freezer (-18°C). En el experimento 8, se volvio a incorporar la TA de
freezer y se evaluo solamente la germinacion de aquenios (sin incluir embriones), donde el
proposito de este experimento fue aportar al desarrollo de un modelo conceptual de SD para

aquenios de girasol.
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Fig. 4. 136. Porcentaje final de germinacion de aquenios (circulos y lineas llenas azules), embriones
(cuadrados y lineas punteadas rojas) y embriones incubados en ABA 5uM (triangulos y lineas
naranjas) en funcion de la TA (5, 10, 15, 20, 25°C) para distintos CH de los aquenios (4 -A,l,E,M-, 6
-B,J,F.N-, 8 -C,K,G,0-y 10% -D,L,H,P-). Ademas, se muestran dos temperaturas de incubacién (10°
-E,F,G,H,M,N,O,P- y 25°C -A,B,C,D,1,J,K,L-) y dos momentos durante el almacenaje (30 -A:H-y
70 DDA-I:P-) en el genotipo 600 del experimento 7. Las lineas punteadas de interseccion sobre el eje
“y” representan la germinacion de aquenios (lineas azules) y embriones (lineas rojas) antes del
almacenaje para cada CH. Cada punto representa la media + EE (n=3).

En el experimento 7 los niveles de dormicion iniciales variaron segin el CH de la muestra
(Fig. 4.6). Los niveles de dormicion fueron mayores que en el experimento 6 debido (al
menos en parte) a que el tiempo en el alcanzar los valores de CH objetivo fue menor (4 dias
vs. 20 dias en el experimento 6). El porcentaje de germinacion de embriones a 25°C de

incubacion fue mayor con CH de 4 % (=70%) seguido por 6% (=30%), y cercano a 0% en
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aquenios con CH 8y 10%. Esto indica que la deshidratacion (al menos hasta CH 4% en este
genotipo) tiene un efecto inmediato en el nivel de dormicion. Durante el almacenaje, los
patrones de respuesta a la TA dentro de cada nivel de CH fueron similares a los descriptos
en el experimento 6. EI CH 6% fue el que permitié alcanzar los mayores niveles de
germinacién a los 30 DDA tanto de aquenios como de embriones, con un rango de TA
Optimas entre 5 y 15°C, y una respuesta negativa a TA mayores. En frutos con CH 8% la
velocidad de SD se redujo a TA crecientes. Esta respuesta negativa también se observé en

aquenios con CH 10% para TA menores entre 5y 10°C, y se invirtio para TA crecientes entre
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Fig. 4. 163. Tasa de SD relativa (TSDR) de los aquenios durante el almacenaje segun la TA (5, 10,
15, 20, 25 y eventualmente -18, 30°C) y el CH (4 -AE,I,M-, 6 -B,F,J,N-, 8 -C,G,K,0- y 10% -
D,H,L,P-). Las lineas representan las temperaturas de incubacién a 25/30°C (circulos llenos) y 10°C
(cuadrados vacios). Los datos muestran dos genotipos realizados durante el experimento 6 (600 -A:D-
y 1579 -E:H-), 7 (600 -1,J,K,L-) y 8 (600 -M,N,O,P- ). Cada punto representa el valor estimado
corresponde a la germinacion lograda por el 50% de la poblacion de frutos, relativizado al tratamiento
que arrojo el méximo valor.
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15 y 25°C (mostrando la misma tendencia la germinacion de embriones). Estos mismos
patrones de respuesta a la TA y para los cuatro niveles de CH evaluados, fueron confirmados
en el experimento 8 (Fig. 4.7). En este caso los ensayos incluyeron un tercer tiempo de
almacenaje (100 DDA) permitiendo detectar cambios en el nivel de dormicion en aquellos
tratamientos donde este proceso fue més lento (por ej., CH6% a TA 5y 25°C; CH 8% a TA
15°C, y CH 10% a TA 5°C). La respuesta de germinacion de embriones en ABA (testeada a
25°C; experimento 7, Fig. 4.6) se correspondid estrechamente con la respuesta de
germinacién de los aquenios enteros en todo el rango de combinaciones de CH, TA y
tiempode almacenaje. Ademas, en el experimento 6, la capacidad germinativa de embriones
en ABA sirvid para discriminar ciertos tratamientos con mayor velocidad de SD, no tan

notoria cuando se observaba Unicamente el comportamiento de los aquenios.

Para una mejor comparacion de los efectos de los tratamientos de almacenaje sobre la SD en
los distintos experimentos se calculd la TSDR, expresada en forma relativa al maximo valor
alcanzado dentro de cada experimento y para ambas temperaturas de incubacion. En la Fig.
4.8 se muestran los valores de TSDR de cada tratamiento de CHy TA (ver dindmicas de SD
en la Fig. S. 4.2, 4.3, 4.4, 4.5). Esto permitié distinguir conjuntos de tratamientos con
comportamientos de post-maduracion similares en los distintos experimentos. Por un lado,
se agruparon aquellos donde la TSDR fue cercana a 0 (o incluso se observé una disminucion
en la germinacion de embriones aislados), almacenados a bajos CH y bajas TA, por €j., CH
4% y TA entre -18° y +15°C, y CH 6% y TA -18°C. Luego, los tratamientos donde el
aumento del CH y la TA aumento las TSDR, como 4% de 20-30°C y 6% de 5 a 20°C. A
mayores valores de CH y altas TA se produjo una disminucién en la TSDR, observado en los

tratamientos de CH 8% y TA >15°C y/o CH 10% y TA >5-10°C. Ocasionalmente, en el
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genotipo 600 del experimento 6 se observaron bajo condiciones de altos CH y TA aumentos
en las TSDR cuando se incubaron los aquenios a 30°C (no observado a 10°, temperatura de

almacenaje donde se magnifica la expresion de la dormicién y de pérdidas de vigor).

4.3.3. Capacidad germinativa de embriones en ABA vy contenido enddégeno de ABA en
gjes embrionarios de aquenios almacenados bajo distintas condiciones de CHy TA

La sensibilidad al ABA se visualiz6 mediante la incubacion de embriones en un medio con
ABA, y una alta sensibilidad se infiere a partir de la inhibicion de la germinacién. La
germinacion de embriones en ABA siguié una dindmica similar a la de los aguenios en los
experimentos 6y 7 (en ambos genotipos, 600 y 1579). Es asi como con un CH de 6% (donde
se aceler6 la SD de aquenios) se observé una mayor germinacion en ABA (menor
sensibilidad de embriones al ABA) en TA intermedias (en el genotipo 600: a TA 10-15°C, y
en 1579: a TA 15-20°C; Fig. 4.4 y 4.5, paneles F y N). En aquenios con CH 4%, la menor
respuesta a ABA se vio a altas TA, opuesto a lo que ocurrié a 8% donde ocurrio a bajas TA

(Fig. 4.4, 4.5, 4.6). Ademas, durante los sucesivos tiempos de muestreos de germinacion,
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Fig. 4. 190. A) Porcentaje final de germinacion (GF) de aquenios incubados en agua destilada en
funcidn de la germinacion final de embriones aislados incubados en ABA 5 uM a 25°C, en dos
momentos de almacenaje (30 y 70 DAS). B) Porcentaje final de germinacion (GF) de aquenios
incubados en agua destilada a 25°C en funcion del contenido de ABA enddgeno en ejes
embrionarios disecados a los 70 DAS, tanto en aquenios secos (simbolos llenos) e incubados 24h
en agua (simbolos vacios). Cada punto representa la media + E.E. del tratamiento combinado de
CH (4,6, 8,10%) y TA (5, 15, 25°C) de los datos del genotipo 600 en el experimento 7. Se muestran
el coeficiente de determinacion (R?), el coeficiente de correlacion de Pearson (r) y el valor p.
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dicha sensibilidad se fue aliviando a medida que los aquenios disminuian sus niveles de
dormicion. Esto se pudo observar a través de una regresion lineal, que incluyo todas las
combinaciones de CH-TA y tiempos de almacenaje del experimento 7 (30 y 70 DDA), donde
se observé que la germinacién de los aguenios en agua aumento y se asocid positivamente
con la capacidad de germinar de los embriones en ABA (p<0,0001***, r=0,96, R?>=0,91; Fig.
4.9 A). Para evaluar un posible rol de los niveles enddgenos de ABA, ya sea a través de
cambios durante el almacenaje o en el fruto embebido, se determinaron los niveles de ABA
de los ejes embrionarios de los frutos del genotipo 600 almacenados en el experimento 7,
tanto para aquenios secos e incubados 24 h en agua. No se observo una asociacion clara entre
los niveles de ABA y la germinacion de los diferentes tratamientos de almacenaje (evaluada
alos 70 DDA), comparando semillas secas e incubadas durante 24 h en agua (p=0,86, r=0,04,
R?=0,002; Fig. 4.9 B). Esto sugiere que los cambios en el nivel de dormicién durante el
almacenaje se deberian principalmente a cambios en la sensibilidad de los embriones al ABA

y no a cambios en los niveles endégenos de ABA en el eje embrionario.

4.3.4. Consumo de oxigeno durante el almacenaje

Con el fin de evaluar un posible consumo de oxigeno asociado con el metabolismo aerébico
por parte de los aquenios durante el almacenaje, se midio el contenido de oxigeno (O2) dentro
de los frascos (en ambos genotipos del experimento 6) en dos momentos durante el
almacenaje (Fig. 4.10). Estas mediciones ademas permitieron monitorear la efectividad de

los tratamientos de anoxia.

La concentracion de oxigeno mantuvo el valor inicial (y maximo) en los tratamientos

almacenados en freezer (-18°C), indistintamente del CH. Para las TA entre +5 y 15°C, los
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niveles de oxigeno también se mantuvieron cercanos a los iniciales, y fueron similares entre
los tres CH menores (4, 6 y 8%). Para estos mismos CH, durante el almacenaje a TA >15°C
los niveles de Oz disminuyeron levemente (cerca de un 10% a los 70-77 DDA) en ambos
genotipos. Por otro lado, también en ambos genotipos, la concentracion de Oz disminuyo
fuertemente cuando los aquenios se almacenaron con CH de 10% y TA por encima de 15°C.
El consumo acelerado de O, para CH 10% a TA mayores a 15°C, sugiere un cambio
cualitativo entre estas condiciones de almacenaje (CH10% y TA<15°C) y las demas
condiciones evaluadas. Este rapido consumo de O sugiere una reactivacion (al menos, en
forma parcial) del metabolismo mitocondrial en los aquenios. Debido a que se almacenaron

aquenios enteros y sin tratar con funguicida, no se puede descartar el aporte de
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Fig. 4. 217. Mediciones de oxigeno relativo a la atmosfera normal (21%) en funcion de la TA, para
cuatro CH de aquenios (4% -circulos y lineas rojas-, 6% -cuadrados y lineas rosas-, 8% -tridngulos y
lineas celestes- y 10% -rombos y lineas azules-). Ademas, se muestran los controles de hipoxia (+N.)
con CH de 6y 8% (cuadrados y circulos vacios respectivamente) a 5 y 25°C. Las determinaciones se
realizaron en dos genotipos (600 y 1579) del experimento 6, en dos momentos durante el almacenaje
(30-37 y 70-77 DDA). Cada punto representa la media £ E.S. (n=3). Las interacciones entre factores
resultaron ser estadisticamente significativas (<0,0001***) para ambos tiempos y genotipos.



144

microrganismo en el pericarpio a esta actividad respiratoria (Dominguez et al., 2019). Sin
embargo, se asume que este aporte no fue determinante del consumo de O> debido a que no
se observo una proliferacion de hongos u otros microorganismos durante el almacenaje. Este
consumo de O fue de aproximadamente el doble en el genotipo 600 comparado con el 1579.
A mayor tiempo de almacenaje (70 y 77 DDA) disminuyeron aun mas los niveles de O en
estos tratamientos de CH 10% vy altas TA, y se acentuo la diferencia entre genotipos (para
CH 10% y TA 25°C la caida en la concentracion de O» fue de 80% para el genotipo 600 y

cercana al 30% para 1579).

4.3.5. Evaluacion de la SD bajo ausencia de O, en el almacenaje (anoxia impuesta por
saturacion con N»)

Para evaluar el efecto del ambiente gaseoso sobre la SD, se almacenaron aquenios de ambos
genotipos (600 y 1579) en condiciones de anoxia (N2~100%) en distintas combinatorias de
CH y TA en los experimentos 6 y 7. En los tratamientos de anoxia, los niveles de O, se
mantuvieron cercanos al 0%, asegurando la condicién objetivo dentro de los frascos (Fig.

4.10 -simbolos vacios-).

En cuanto a la respuesta germinativa de los tratamientos de anoxia (con N2) en general no se
observaron diferencias con respecto a los controles cerrados con atmdsfera “normal” (Fig.
411y 4.12, en el experimento 6 y 7 respectivamente). En el experimento 6, se combino el
tratamiento de anoxia con los tratamientos de CH de 6 y 8% y TA de 5y 25°C; en ninguna
de estas condiciones la anoxia en almacenaje afecto la posterior germinacién de aquenios y
de embriones en ambos genotipos, incubados a 10 y 30°C a los 70/77 DDA. En el

experimento 7 se incorporaron los CH de 4 y 10% (también combinados con TA 5y 25°C),
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Fig. 4. 244. Porcentaje final de germinacién de aquenios y embriones, en aquenios almacenados en
normoxia (21% O-) y anoxia (=100% N3), con distintos CH (6 y 8%) y TA (5 y 25°C). Se muestran
dos temperaturas de incubacion (10 y 30°C) en los genotipos 600 y 1579 del experimento 6, a los 70
y 77 DDA respectivamente. Cada barra representa la media + EE (n=3).

y se determiné la germinacion de embriones en ABA; nuevamente, no se observaron
diferencias en germinacion a los 70 DDA entre los controles con atmosfera normal (21%), y
los tratamientos de anoxia cuando éstos se aplicaron en frutos con CH 4, 6 y 8% (Fig. 4.12).
Sin embargo, para aquenios con CH 10%, almacenados a 5y 25°C los tratamientos de anoxia
mostraron una mayor germinacion (incubacion a 25°C) que los respectivos controles. Estas
diferencias no se expresaron cuando se incubaron a 10°C, y la sensibilidad de embriones al
ABA no se vio afectada por la anoxia. La mayor germinacion de aquenios en el tratamiento
de anoxia combinada con CH 10% y TA 25°C, admite al menos dos explicaciones: La
primera, que la anoxia reduce el deterioro oxidativo que a su vez promueve la pérdida de
vigor y menor germinacion; la segunda, que las reacciones que conducen a la pérdida de
dormicion se inhiben en presencia de metabolismo aerobico. A favor de la primera

explicacion, no se observo un efecto de la hipoxia en la germinacion de los embriones
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Fig. 4. 271. Pocentaje final de germinacion de aquenios, embriones en agua destilada y ABA 5uM,
donde los aquenios se almacenaron con distintos CH (4, 6, 8 y 10%) y dos TA (5 y 25°C), bajo
condiciones de normoxia (21% O2) y anoxia (100% N2). Se muestran los resultados luego de 70 DDA
bajo dos condiciones de incubacion (10 y 25°C). Cada barra representa la media + EE (n=3). Los
asteriscos muestras diferencias significativas entre control y anoxia.

aislados en agua o en ABA, lo que sugiere que el nivel de dormicion embrionaria no se vio

afectado.

4.3.6. Indicadores de deterioro en los diferentes tratamientos de almacenaje: evaluacion
de tratamientos de almacenaje luego de 7 meses

En las distintas condiciones de almacenaje impuestas, pudo haber ocurrido una
superposicién entre procesos de pérdida de la dormicién y deterioro de los aquenios. Aun
cuando el avance del deterioro conduzca a la pérdida de viabilidad de la semilla, en las etapas
iniciales el deterioro se puede manifestar como un menor vigor -menor velocidad y
porcentaje de final de germinacion en condiciones suboptimas de incubacion-. En estas
condiciones, los efectos del deterioro sobre la dinAmica de germinacion pueden confundirse

con dormicién (la cual se mide indirectamente, a través de la dindmica de germinacion). Para
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discernir entre estos procesos, principalmente en las condiciones de altos CHy TA, se realiz6
una prueba de germinacion a los 200 DDA (=7 meses) en el genotipo 600, a 10°C de
incubacidon (condicidn donde se expresa méas fuertemente la dormicidn, pero también la falta

de vigor). Se usaron aquenios remanentes de los tratamientos aplicados en el experimento 6.

La SD prosiguié en varios de los tratamientos (en los cuales no se habia saturado la
germinacion a 10°C) (Fig. 4.13, barras celestes). Estos tratamientos son los de CH 4% (para
TA 20y 25°C), y los de CH 8% (TA -18 a 15°C). Este aumento progresivo de la germinacion
a lo largo de 7 meses sugiere que la SD fue el proceso predominante, y que la respuesta
negativa a la TA (en el caso de CH 8%) no se debid a un avance del deterioro con pérdida
de vigor. Por otro lado, la germinacion fue nula en varios tratamientos (CH 4% y TA <15°C;
CH 6%y TA -18°C; CH 8% y TA > 20°C, y CH 10% y TA > 5°C). En los tratamientos
donde se observd una germinacion final menor al 50%, se incubaron los aquenios remanentes
(no germinados luego de 14 dias de incubacion) en placas con etefén 100 uM vy se realizaron
recuentos de germinacion, relativizando al total de unidades (Fig. 4.13 -barras verdes
acumuladas-). En los tratamientos de CH 4%, la maxima germinacion se obtuvo para la TA
a 25°C, mientras que a 20°C la germinacién no supero el 37%. Cuando se transfirieron los
aquenios no germinados a etefon, la germinacion alcanz6 88%. Esta respuesta al etefén no
se produjo en aquenios no germinados almacenados en los tratamientos de CH 4% y TA -
18, 5, 10 y 15°C. En aquenios con CH de 6%, la germinacion fue maxima para todo el rango
de TA entre 5y 25°C, excepto en aquenios a TA -18°C donde la germinacién se mantuvo

inhibida y similar al inicio del almacenaje. La falta de respuesta al etefon de estos aquenios
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Fig. 4. 298. Porcentaje final de germinacion de aquenios luego de 200 DDA en el genotipo 600
(experimento 6) para los tratamientos de almacenaje incubados en agua destilada a 10°C (E1, barras
celestes). Germinacion luego transferir aquenios remanentes placas con etefon (E2, barras verdes).
Los puntos muestran los valores de conductividad eléctrica (CE, en uS/cm.g.) a los 70 DDA. Los
resultados de ANOVA para CE no arrojaron interaccion significativa entre factores, siendo el CH el
que tuvo mayor significancia (p<0.001*** vs. TA p=0.012%).

o

(CH 6% y -18°C) sugiere una dormicién profunda. Cabe destacar que los embriones de los
aquenios no germinados permanecieron vivos durante todo el periodo de incubacion
(determinado visualmente, mediante remocion del pericarpio a los 14 dias de incubacién,
ver tinciones de tetrazolio Imagen S. 4.1). Para los tratamientos de CH 8%, la germinacién
supero el 90% para las TA -18, 5, 10 y 15°C, pero se vio limitada (<10%) para las TA de 20
y 25°C. En estos Ultimos, la transferencia a etefon permitié alcanzar valores de germinacién
superiores al 70%. Finalmente, para aquenios con CH 10%, la maxima germinacion se
obtuvo para la TA -18°C, y fue nula para todas las demas TA. En este caso, al transferir los
aquenios no germinados a etefon, los tratamientos de TA 5y 10°C superaron el 70%, y esta
respuesta decayo para las TA de 15y 20°C, y fue nula para TA 25°C. Tanto para las TA de

20y 25°C, ademas de observarse una baja germinacion, los aquenios que lograron germinar
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presentaron anormalidades en las plantulas y otros signos de un deterioro avanzado (p. €j.

necrosis, radicula anillada o con estrangulaciones).

Como indicador de diferentes grados de avance del deterioro se llevo a cabo la prueba de
conductividad eléctrica (CE) en semillas (previa remocion del pericarpio). En la Fig. 4.13 se
presentan los valores de CE medidos en los diferentes tratamientos de CH y TA, pero en una
etapa méas temprana (70 DDA). Los valores de CE fueron en general menores para frutos
con CH 4% y tendieron a aumentar con el CH (aunque también aumentd la variabilidad entre
tratamientos contiguos, por ej.,, CH 8%, TA 15 y 20°C); los mayores valores de CE se
obtuvieron en los tratamientos de CH 10% a TA de 15, 20 y 25°C, de acuerdo con el mayor
grado de deterioro observado a los 7 meses en estos aquenios. Esta prueba de CE refleja la
integridad de la cubierta seminal, pudiendo potencialmente su selectividad depender del

estado de la cuticula y/o de las membranas de las células endospermaticas.
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Fig. 4. 325. Peso fresco de plantulas (mg) en funcién de la TA (°C) en los 4 CH evaluados

(representados en los recuadros) a los 200 DDA. Los asteriscos representan tratamientos que fueron

transferidos a etefon (E2, luego de haber incubado en agua destilada-E1-) a 10°C, y las flechas

representan aquellos con falta de germinacion (o presencia de plantulas anormales). Las barras

representan la media + su EE.
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Fig. 4. 351. Niveles de malondialdehido (mg MDA/ g ejes embrionarios) para tratamientos bajos
distintos CH (4, 6, 8 y 10%) y TA (5-25°C) determinados a los 70 DDA en el genotipo 600 del
experimento 7. Cada barra representa la media + E.E. (n=3). Los resultados de ANOVA no arrojaron
interaccion significativa entre factores, siendo los efectos de ambos factores (CH 'y TA) significativos
(p<0.001***).

Otra forma de determinar el nivel de deterioro ocurrido bajo las distintas condiciones de
almacenaje fue mediante la prueba de TBARS, y la cuantificacion por colorimetria del
producto malondialdehido (MDA). Este método determina el nivel de deterioro oxidativo de
los acidos grasos poliinsaturados que conforman las membranas celulares. A diferencia de
la prueba de CE realizada con semillas enteras, la prueba de TBARS se realizé con ejes
embrionarios (con su porcion de endosperma micropilar adherida). Se muestran los datos
obtenidos con muestras de 70 DDA del genotipo 600 del experimento 7 (Fig. 4.15). Los
niveles de MDA mostraron una respuesta bimodal a la TA, con valores mayoresa TAS5y
25°C, y un minimo a 15°C, y esto se repitio para los cuatro niveles de CH (la interaccion
entre CH y TA no fue significativa). EI CH no tuvo un efecto lineal sobre los niveles de
MDA, con valores algo mayores a CH 8%. No se pudieron asociar estar variaciones con los
cambios producidos en la respuesta germinativa dentro de todo el conjunto de datos. A
diferencia de lo observado para los datos de CE en este mismo experimento, no presentaron
un patron creciente con el CHy la TA. Los resultados de ANOVA no mostraron interaccion

de estos dos factores, siendo significativo el efecto de ambos factores (CHy TA, ver leyenda


https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Malondialdeh%C3%ADdo&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Malondialdeh%C3%ADdo&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Malondialdeh%C3%ADdo&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Malondialdeh%C3%ADdo&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Malondialdeh%C3%ADdo&action=edit&redlink=1

151

de la Fig. 4.15). Los CH de 8% mostraron los mayores valores vs. 4, 6, 10% y TA de
202,152,252 52y 10°CP, Por lo tanto, no se encontrd una asociacion clara entre los valores

de MDAy la dormicion o el deterioro.

Como indicador de vigor se evalu6 también el peso fresco de las plantulas obtenidas de los
aquenios previamente germinados en agua o en etefén (para el caso de aquenios que no
habian germinado primero en agua). Los aquenios recién germinados (radicula emergida),
se incubaron en un cuarto de cultivo con luz durante 4 d para observar el desarrollo de las
plantulas (normales o anormales) y determinar su PF (Fig. 4.14). El PF de plantulas resulté
ser similar para todos los tratamientos que germinaron tanto en agua como en etefén, y no
se observaron diferencias en la morfologia de las plantulas que sugieran algun deterioro en
estos tratamientos.

4.3.7. Ensayos de reversion del CH durante el almacenaje

El objetivo de estos ensayos fue evaluar si la tasa de SD responde de manera dindmica al CH
(esto es, si variaciones en el CH producen cambios en la tasa de SD, ya sea de menor a mayor
0 viceversa). Alternativamente, se contempld la posibilidad de que un aumento en el CH (a
10%) no solo inhiba, sino que ademas revierta a un mayor nivel la dormicién de aquenios
que previamente post-maduracién con CH 6% y perdieron parcialmente la dormicién
(causando una induccion en dormicion secundaria). Estos resultados aportarian a entender el
tipo de reacciones que conducen a los cambios en la dormicion, asi como a separar mejor la
influencia de los procesos de salida de dormicion y deterioro sobre la respuesta germinativa.
Al inicio del experimento, se almacenaron aquenios con distintos niveles de CH (6, 8 y 10%)
a una unica TA de 20°C. Avanzado el almacenaje (39 DDA; momento donde fue posible

observar las diferencias reportadas en los experimentos anteriores), se iniciaron los siguientes
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Fig. 4. 372. Porcentaje final de germinacion de aquenios incubados 10 y 25°C, almacenados a 20°C
con distintos CH constantes (6, 8 y 10%). Las determinaciones se realizaron en distintos momentos
comenzado el almacenaje (DDA). Avanzado el almacenaje (39 DDA), se muestran los tratamientos
de reversion en los CH (6 a 10%, 8 a 6% y 10 a 6%), y su correspondiente porcentaje de germinacion
luego del cambio en el CH (39 DDA, indicado con flecha negra) y luego de un periodo de almacenaje
(60 'y 100 DDA).

tratamientos de “reversion” del CH: aquenios con CH 6% se humedecieron a 10%; y
aquenios almacenados con CH 8% y 10% se secaron hasta llegar a CH 6%. Se evaluo la

germinacion de los aquenios a 25y a 10°C de incubacion (Fig. 4.16).

Acorde a lo observado en experimentos previos, la SD fue afectada por el CH. A los 28 DDA
el tratamiento de CH 6% alcanzé un 100% de germinacion a 25°C de incubacién, mientras
que los tratamientos de 8% y 10% germinaron muy poco (12% y 4%, respectivamente).
Posteriormente, en aquellos tratamientos donde se disminuyé el CH de 8 y 10% hasta un CH

de 6%, el proceso de secado tuvo un efecto inmediato sobre la germinacion, la cual aumento

con respecto a log gopirglesipana CHrde e badimnecy 26%rmiS4eidi$goayse a 6%; y para

CH 10%, aumento de 4% a 40%). Sin emb%aggo, cuando se ev%lqagon incubando a 10°C

10
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cambios inmediatos en la gerrﬂinaci()n, pero sige acelero la tasa d@ $M durante el almacenaje

25 00
posterior. Esto se obRervé a los 60 DDA (legl'as luego del secgdq) 4 10°C de incubacion
456 -

como un aumento marcado en la germinaci()r?%>80%) en los tra%é)r%i%rﬂos CH 8->6%, y CH
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10->6% con respecto a los tratamientos que prosiguieron el almacenaje con CH 8 y 10%

(estos no superaron el 10%, aun a los 100 DDA, 61 dias después del secado).

Para el tratamiento inverso, donde el CH se aument6 de 6 a 10% (CH 6->10%), se observo
un retraso significativo de la SD con respecto a los aquenios que se mantuvieron siempre con
CH 6%); esto se observo principalmente a 10°C de incubacion. Estos no lograron superar el
80% de germinacion aun a los 100 DDA (61 DDA luego del humedecimiento), donde la
transferencia a etefon permitid alcanzar el 100%). A 25°C de incubacidn, se observo que no
se modifico la germinacién alcanzada previo al humedecimiento (se mantuvo cercano al
100%), por lo cual no hubo una induccion en dormicién secundaria, o una pérdida de vigor

detectable en la respuesta germinativa.

Para evaluar si los frutos almacenados con CH 4% y baja TA que no llegaron a germinar ain
después de tiempos de almacenaje prolongados aun eran capaces de post-madurar, se realiz6
un nuevo ensayo. Este se llevo a cabo con aquenios previamente almacenados con CH de 4%
a TA 10°y 15°C (condiciones que impiden la SD) durante 16 meses; para una submuestra se
modificé el CH de 4 a 6% (CH 4 - 6%) y se sigui6 el almacenaje a las mismas TA (10 y
15°C). Luego de 40 DDA de modificar los CH se evalu6 la germinacion a 10 y 25°C de
incubacion (Cuadro 4.1). Para las muestras que se mantuvieron con CH 4% se obtuvo una
germinacion nula (=0%) mientras que las muestras que se humedecieron a 6% pudieron
germinar al 100%. Esto indica que en frutos con CH de 4% y almacenados a bajas
temperaturas (<15°C) se reprime la SD sin afectar el vigor; la SD puede promoverse al

aumentar el CH (o posiblemente, la temperatura, TA>20°C).
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Estos resultados indican que agquenios almacenados en condiciones que resultan inhibitorias
para la SD (p.ej., CH elevados =8-10% y TA 20°C, o bajo CH 4% y TA < 15°C), son aun
capaces de perder la dormicion con una alta tasa si son secados 0 humedecidos a niveles de
CH 6ptimos para la ocurrencia de este proceso (CH=6%). Para las condiciones de altos CH,
esto seria posible dentro de cierto rango temporal ya que en estas condiciones también avanza
el proceso de deterioro. La SD se trata por lo tanto de un proceso gradual, cuya velocidad
puede modularse segun las condiciones del CH y TA. Esto ademas funciona en manera
inversa, a partir de cambios en los CH desde condiciones que promueven una mayor
velocidad de SD (CH~6%, a 20°C) hacia CH donde dicha SD se retrasa (CH~8-10%, a 20°C).
Los cambios inmediatos generados por el “secado” a un CH 6% fueron semejantes a los
observados al inicio de los experimentos 6, 7 y 8. Esto indica que aun cuando el inicio de la
post-maduracién ocurra con una CH y una TA donde la SD se ve demorada, ésta puede
acelerarse si se procede a secar los aquenios a CH 6%. Bajo estas condiciones, también es
mayor el rango de TA que posibilitan la SD en comparacién con los CH 8 y 10% (donde solo

bajas TA lo permiten). Para condiciones de bajos CH, es diferente, ya que se puede promover

Cuadro 4. 20. Efecto de los cambios del CH (%) luego de un almacenaje prologado (16 meses)
a 10y 15°C. Se muestra la germinacién de aquenios a dos temperaturas de incubacién (10, 25°C),
almacenados a CH de 4% constantes durante 16 meses y luego, sobre una submuestra se modifico
el CH de 4 a 6% (almacenado durante 40 dias). Cada valor indica la media £ EE (n=3).

TA (°C) CH (%) T°Incubacién (°C) Germinacion (%)

4 10 00
10 25 9O7i+03
456 10 *
25 100 £ 0
+
4 ” o
15 10 100_+ 0
46 -

25 100+ 0
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la SD incluso luego de un almacenaje prologado (16 meses) sin afectarse el vigor de los
aquenios. Los resultados de este experimento indican que la SD (al menos dentro del rango
de condiciones explorado) ocurre en forma unidireccional, y que el CH actia modulando la
velocidad de SD primaria. No se observaron evidencias de induccion de dormicion
secundaria. Ademas, pareceria que tanto la SD como el deterioro responden diferencialmente
a las condiciones ambientales de almacenaje que las favorecen, sugiriendo que podrian

desencadenarse por mecanismos bioquimicos disimiles.

4.3.8. Desarrollo de un modelo para la tasa de SD de los aguenios en funcion de la
humedad relativa de equilibrio y/o potencial agua de almacenaje. Relacion con los
modelos de deterioro de Ellis y Roberts

La tasa de SD relativa (TSDR) calculadas en los experimentos 6, 7 'y 8 (Fig. 4.8) reflejaron
la velocidad de salida de los aquenios para la combinatoria de tratamientos de CH y TA.
Ademas, la obtencion de las isotermas de sorcion permitié obtener la HRe de cada
tratamiento (Fig. 4.17 A, S. 4.6 A, B). Ademas, se pudo calcular el potencial agua de los
aquenios (yw). Ambas variables permiten reflejar su estado termodinamico y la posibilidad
de reacciones quimicas. En conjunto, se calculd la tasa de deterioro relativo (TDR) a través
de la funcion de viabilidad de Ellis y Roberts (1980) para poder discernir conceptualmente
entre los procesos de pérdida de dormicidn y deterioro. Se visualizaron los valores de TSDR
y TDR del genotipo 600 en el experimento 8 en funcion de la HRe y del yw de los aquenios
(Fig. 4.17 B, S. 4.6 D para HRe y yw respectivamente). Visualmente, se pudieron diferenciar
4 zonas con distintos comportamientos. La primera (denominada “A”), a valores muy bajos
de HRe (<38%) y yw (-200 a -130 MPa), se destacé por la ausencia de pérdida de dormicion

y viabilidad de las semillas (segin la funcion de Ellis y Roberts, 1980). En esta zona se
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ubicaron los tratamientos de bajos CH (4%) y TA entre -18 a 15°C, sumado al tratamiento
de 6% a -18°C. En la zona “B”, de HRe entre 38-65% y y intermedios (-130 a -60 MPa), la
TSDR aumentd, maximizandose alrededor de los -70 MPa y 60%. Los tratamientos
comprendidos en esta zona fueron los de CH de 4% y TA célidas (20-25°C), CH 6%
combinado con TA entre 5y 20°C (asociados a aumentos del CH y las TA) y CH de 8% a -
18°C. En la zona “C”, que se ubico en HRe entre 65-85% y yw desde -60 a -20 MPa, se
observé una marcada caida de las TSDR con el aumento de la HRe/yw de los aquenios. En

esta zona se ubicaron los tratamientos de CH 6% a 25°C y aquellos de mayores CH y bajas
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Fig. 4. 392. Modelo de TSDR y la TDR para la combinatoria de tratamientos de CHy TA en el
genotipo 600 del experimento 8, en funcion de la HRe (%, panel A) y yw (MPa, panel B). Cada
punto de TSDR representa el valor estimado a partir de los modelos de salida de la Fig. S 4.6. para
10° (cuadrados azules) y 25°C de incubacion (circulos rojos). Los puntos negros indican los
tratamientos de -18°C. Se muestra sobre algunos puntos una leyenda indicando la combinatoria de
tratamientos (CH-TA). Las funciones exponenciales de TDR se muestran en lineas punteadas para
cada TA (5, 10, 15, 20 y 25°C).
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TA (8%, 5-25°C; 10%, -18, 5°C). En dicha zona, las mayores TA combinadas con altos CH
(8 y 10%) tienen un efecto negativo en la TSDR. Sobre el limite inferior (-60 MPa y 65%)
de esta region, se observa un aumento de las TDR (“teoricas™) en las condiciones de TA mas
calidas (20-25°C). Finalmente, la zona “D” se caracterizé por tener tasas de SD bajas a nulas
con respecto a la zona “C” y avances atn mayores de la pérdida de viabilidad. Las
condiciones que favorecieron la TSDR fueron de altas CH (10%) y bajas TA (condicion
donde el deterioro fue menos evidente). Por otro lado, las condiciones de mayores TA (20-

25°C) fueron las que coincidieron con las mayores TDR.

4.4.  Discusion
Entre los girasoles cultivados es comdn encontrar niveles de dormicion al momento de

cosecha que impiden su germinacién. Generalmente la dormicion primaria se disipa luego de
un periodo de almacenaje en seco, aunque este puede variar desde unas pocas semanas hasta
mas de un afio. De acuerdo con trabajos previos, el nivel de dormicion al momento de cosecha
y su dinamica posterior dependen del genotipo (capitulo 2 de esta tesis; Arata et al., 2021),
del ambiente materno (Riveira-Rubin et al., 2021) y de las condiciones de almacenaje de los
frutos (Rodriguez et al., 2018; Bazin et al., 2011%). Aunque existe consenso sobre la
importancia del CH y de la TA de los frutos/semillas sobre la post-maduracién en girasol
(Bazin et al., 2011 ®®; Leopold et al., 1988; Meimoun et al., 2014; Rodriguez et al., 2017) y
en muchas otras especies, el efecto de estos factores y sus posibles interacciones no habian
sido debidamente estudiados en girasol. En particular, se reconocié una brecha en el
conocimiento necesario para disefiar estrategias de manejo en postcosecha en la industria de

semilla hibrida y reducir las fuentes de variabilidad (ain muy grandes) para el nivel de
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dormicion, incluso entre lotes de un mismo genotipo. Una posible fuente de variacion podria
resultar de diferencias en las practicas de acondicionamiento de la “semilla” y su manejo en
postcosecha. En consecuencia, se plantd la necesidad de aclarar el rol que tienen el CH y la
TA sobre la salida de dormicién (SD) en aquenios de girasol, bajo condiciones conformes a
las exploradas en la industria semillera. De acuerdo con trabajos previos en girasol (Bazin et
al., 2011%) y en otras especies como Xanthium sp., Avena fatua, Heterocogun contortus,
Arabidopsis thaliana y Oryza sativa (Esashi et al., 1993; Foley, 1994; Bazin et al., 20112";
Baldos et al., 2014; Basbouss-Serhal et al., 2016; Leopold et al., 1988), cabia esperar
interacciones entre estos dos factores. Sin embargo, los patrones que siguieron dichas
interacciones difirieron entre especies, incluso para girasol (Bazin et al., 2011%). Los
resultados obtenidos en este capitulo arrojan una fuerte interaccion entre el CH'y TA sobre
la tasa de SD (Fig. 4.4, 4.5, 4.6, 4.7). Las condiciones que optimizaron la SD se obtuvieron
con CH de 6% y TA entre 10 y 20°C (Fig. 4.8). A menor CH (4%), la SD fue promovida por
TA célidas (>20°C) e inhibida por TA bajas (<15°C). A mayores niveles de CH (8 y 10%),
la SD se promovio principalmente a bajas TA, disminuyendo hacia TA més calidas. Un
patron similar se habia observado en Avena fatua y Xanthium sp. (Foley, 1994; Esashi et al.,
1993). Por otro lado, trabajos previos en girasol y Arabidopsis mostraron un patrén inverso,
donde a medida que aumento el CH, la SD se promovié por TA mas altas (Bazin et al., 20112,
Basbouss-Serhal et al., 2016). Lo destacable fue que, para muchas de estas especies
(independientemente del patron observado) las condiciones optimas de CH y TA que
promovieron la SD coincidieron con valores de HR cercanos al 55-60% (Basbouss-Serhal et
al., 2016; Esashi et al., 1993; Foley, 1994; Rodriguez et al., 2017). Este valor de HR (0 aw)

puede resultar de diferentes combinaciones de CH y TA, y se puede asociar con un estado
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termodindmico del agua (mediante el yw) que optimiza las reacciones implicadas en la SD.
El uso de estas variables (HR/ aw Yy el ww) fue propuesto por Vertucci y Roos (1990, 1993)
para explicar la probabilidad de reacciones quimicas en medio acuoso en relacion con el
proceso de deterioro de las semillas, y optimizar las condiciones de almacenaje en los bancos
de germoplasma. Este marco conceptual aplicado al estudio de la post-maduracion en seco
en semillas ortodoxas muestra que la SD se ve favorecida con HR intermedias en torno al
55-60%, disminuyendo la tasa de SD hacia HR bajas y también altas (Finch-Savage y

Leubner-Metzger, 2006).

A partir del analisis conjunto de los resultados de los experimentos de almacenaje
presentados en este capitulo (basados en la combinatoria de niveles de CH y TA) se propuso
un modelo que asocia la TSDR con la HR del aire en equilibrio con las muestras. Este modelo
permitio delimitar cuatro zonas de HR o yw que reflejan cambios cualitativos en la SD (Fig.
4.17 B, S. 4.6 D). En la primera zona de bajas HR/ yw (< 38% y -130MPa) la SD de aquenios
y embriones fue nula. En esta zona “A”, los procesos que conducen a la SD estarian inhibidos,
y la dormicién embrionaria se mantiene sin cambios aparentes. Debido a que se observé una
disminucion de la germinacion durante el almacenaje en estas condiciones de baja HR (con
respecto a la condicion previa a la imposicion de los tratamientos de TA, 0 DDA, Fig. 4.4,
4.5; 4.6), se planteo la posibilidad de una pérdida de vigor asociada con estas condiciones de
almacenaje. Segun otros trabajos enfocados en optimizar las condiciones de almacenaje para
la conservacion de semillas, aun en este rango de CH muy bajas podrian ocurrir reacciones
de deterioro. Por ej., Vertucci y Roos (1993) observaron un efecto negativo sobre la
longevidad de las semillas de varias especies cuando éstas son almacenadas a valores muy

bajos de yw. Sin embargo, la pérdida de vigor en estos tratamientos se desestimo luego de
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los ensayos de reversion del CH, donde tratamientos almacenados con CH de 4%y TA a 10
y 15° durante 16 meses y que luego fueron humedecidos hasta 6%, permitieron que se
promueva la SD sin signos de deterioro (Cuadro 4.1). Esto sugiere que en esta zona de HR/yw
se detiene el proceso de SD, sin afectarse el vigor de los aquenios (aun luego de almacenajes
prolongados). Es posible entonces que la menor germinacion observada con respecto al valor
inicial se deba a una profundizacion de la dormicidn primaria por el secado excesivo. La
inhibicion de la SD con bajas HR también se observo en otras especies como Xanthium sp.,
arroz y avena. Los tratamientos de esta zona de respuesta se ubicaron proximos a la region 1
de las isotermas de sorcion (Fig. 4.17 A) donde el agua esta fuertemente unida a las
macromoléculas y la movilidad molecular es extremadamente baja, limitando las reacciones
bioguimicas (Leopold et al., 1988; Esashi et al., 1993). Sin embargo, aun a muy bajos niveles
de hidratacion algunas reacciones pueden continuar muy lentamente, como la oxidacion
lipidica (Labouza, 1980) e incluso reacciones de enzimas cataliticas que ocurren en medios
no acuosos (p. €j. lipasas, fosfolipasas; Drapron, 1985; Camacho Paez et al., 2003). Las
reacciones asociadas con el deterioro ocurririan a una velocidad muy baja y no llegaron a

tener consecuencias detectables dentro del periodo evaluado (hasta 16 meses).

La zona “B” del modelo (Fig. 4.17 B; yw entre -130 y -60 MPa o HR entre 38-65%), se
caracteriz6 por un aumento progresivo de la tasa de SD de aquenios y embriones hacia
mayores valores de HR (0 wyw) hasta un valor maximo alrededor de HR de 60%. Los
tratamientos de CHxTA abarcados en esta zona de HR/ yw Se encuentran dentro de la region
2 de las isotermas de sorcién (Fig. 4.17 A). Aqui, el agua se asocia débilmente con las
superficies macromoleculares (con una disminucion drastica de la entalpia) y comienza a

tener propiedades de solvente pudiendo permitir la actividad de ciertas enzimas hidrosolubles
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(Leopold y Vertucci, 1989). La posibilidad de reacciones quimicas (tanto de origen
enzimatico como no-enzimatico) dentro de este rango de valores de HR se apoya en trabajos
donde se midio la emision de compuestos organicos volatiles (Zhang et al., 1995; Mira et al.,
2010). Mira et al. (2016), observaron que semillas de lechuga almacenadas con HR 33-40%
a 35°C emitieron compuestos que reflejan la ocurrencia de reacciones de peroxidacion, y una
muy baja emision de alcoholes que serian producto de la fermentacion. Teniendo en cuenta
estos antecedentes en lechuga, y la ausencia de consumo de oxigeno en las muestras dentro
de esta zona “B” (Fig. 4.10), se plantea la posibilidad de que las reacciones que desencadenen
la SD dentro de esta region ocurren en ausencia de metabolismo. Las reacciones quimicas de
oxidacion o peroxidacion pueden producirse en ausencia o presencia de catalisis enzimatica
(Miraetal., 2010), y varios autores (Oracz et al., 2007; Bailly et al., 2008; Bazin et al., 2011)
han propuesto que las ROS resultantes de estas reacciones tienen un rol principal en
promover la SD. En cuanto a la participacion de reacciones oxidativas auto-cataliticas en la
SD en la zona “B”, no se observo una asociacion clara entre los niveles de MDA vy la tasa de
SD que apoyen esta posibilidad. De hecho, los tratamientos comprendidos en esta region
presentaron un bajo deterioro oxidativo reflejado tanto en los valores de MDA como de CE

(Fig. 4.13, 4.15).

En la zona “C” del modelo (Fig. 4.17; yw entre -60/-20 MPa o HR entre 65 y 85%), la tasa
de SD disminuyd progresivamente con el aumento de la HR. A diferencia de la dormicion
profunda observada en la zona “A” (donde se mantuvo la dormicion de los embriones), 10S
niveles de dormicion en esta zona (“C”) fueron intermedios, y la restriccion a la germinacion
-impuesta principalmente por las cubiertas- fue revertida por etefon (Fig. 4.13) o por la

remocion de las cubiertas (Imagen S. 4.1 A). La transicion entre las zonas “B” y “C” parece
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coincidir con el limite de actividad bioldgica determinado por Walters et al. (2002) en torno
a HR 70% (-50 MPa). En relacion con las isotermas de sorcion, la zona “C” se ubica en el
extremo de la regién 2 y el comienzo de la region 3 (Fig. S. 4.6 B), donde las superficies de
las macromoléculas se encuentran totalmente humedecidas y hay agua libre. La ausencia de
consumo de O3 en los tratamientos de esta zona (CH 8% y 10% a TA<15°C; Fig. 4.10), indica
la ausencia de respiracion mitocondrial, pero es posible que haya actividad de glucolisis y
metabolismo de tipo fermentativo. Apoyan esta posibilidad trabajos realizados por Mira et
al. (2010; 2016) donde se observaron la emision de alcoholes (etanol y metanol) por parte de
semillas equilibradas con una HR del 70% y a una TA 35°C. Ademas, dentro de la zona “C”,
de acuerdo con el modelo de deterioro de Ellis y Roberts, comienza a promoverse el
deterioro, el cual se acentua con mayores TA (p. €j. TDR~0,2 con CH de 8% y 25°C). Este
deterioro sin embargo puede ser asintomatico dentro de los plazos temporales evaluados,
aunque podria disminuir el vigor germinativo afectando solo la germinacion en condiciones
suboptimas, por €j., incubando a 10°C. Sin embargo, a esta temperatura también se manifest6
en mayor medida la dormicién primaria (o DEBT) y es dificil distinguir el aporte simultaneo
de ambos procesos (SD y deterioro) a partir de la interpretacion de los datos de germinacion.
Los datos de MDA, CE y vigor mediante PF de plantulas no evidenciaron un deterioro en

estas condiciones de almacenaje.

En la zona “D” del modelo se ubicaron los tratamientos con valores de HR /yw més elevados
(Fig. 4.17; > 85% y >-20 MPa) y para los cuales se observé una baja o nula TSDR. En los
tratamientos mas extremos (CH 10% y TA 20-25°C) fue evidente el avance del deterioro. En
estas condiciones se observé un bajo vigor y una pérdida de viabilidad luego de varios meses

de almacenaje (a través de una germinacion anormal o nula al transferir a etefon (Fig. 4.13,



163

4.14). El modelado de la TDR para estas condiciones de almacenaje también mostr6 un
aumento exponencial con la HR en esta zona. Por otro lado, la SD en las TA entre 5y 15°C
ocurrid parcialmente y aliviando la dormicién de embriones los incubados a 25°C (Fig. 4.6;
4.12) y en la promocion de la germinacion de los aquenios con etefon (Fig. 4.13). En estos
tratamientos de CH 10% y TA 5-15°C, la muy baja germinacién de frutos pudo deberse a
una dormicion embrionaria residual, sumado a un bajo vigor de los embriones llevando a la
incapacidad de los embriones de superar la restriccion impuesta por las cubiertas. Esto
sostiene la idea de que en esta zona de altas HR/yw se afectaria la velocidad de SD, con cierta
superposicién del avance del deterioro (principalmente a altos CH y TA). EI consumo de O
en frutos con CH de 10% y TA >15°C (Fig. 3.10) permite inferir una reactivacion del
metabolismo aerdbico. Esta zona de ww se aproxima a las condiciones de “desbalance
metabolico” definido por Bewley et al. (2013), donde las condiciones de almacenaje (HR 75-
100% y TA célidas) aceleran la produccién ROS desencadenando el deterioro oxidativo de
los aquenios. Es importante destacar que en esta zona podria actuar un mecanismo alternativo
de SD mediado por la produccién de ROS de origen metabdlico, tal como observaron Bazin
et al. (2011%). Este mecanismo explicaria los resultados del experimento 6 (genotipo 600),
donde altos CH (10%) y altas TA (>15°C) promovieron la SD que se reflejo en altos valores
de germinacién a 30°C de incubacién (no observado a 10°C, donde se expresa en mayor
medida la dormicion y el avance del deterioro; Fig. 4.4, 4.8.D). La répida SD en el
experimento 6 (600) con CH 10% y TA>15°C pudo haberse debido al método empleado en
lograr el valor de CH 10%, el cual fue por adsorcion (humedecimiento) de los frutos
previamente secados a CH 6% (a diferencia de los otros experimentos donde se lograron los

CH objetivo mediante desorcion). Estos resultados concuerdan con la promocion de la SD
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por altas TA observada y modelada por Bazin et al. (2011?), correspondiente a muestras con
CH 10% vy altas TA. Bailly et al. (2008) propusieron el concepto de "ventana oxidativa de
germinacion”, que restringe la ocurrencia de los eventos celulares asociados a la SD
promoviendo la germinacion a un rango de niveles de ROS, delimitado por limites inferiores
y superiores. De acuerdo con Bewley et al. (2013) el “desbalance metabolico” en estas
condiciones se debe a una reactivacion parcial del metabolismo mitocondrial y la produccion
de ROS que supera la contencion de los mecanismos antioxidantes. Estas ROS cumplen una
funcion dual promoviendo la SD (Vigliocco et al., 2020) y a la vez causando un dafio
oxidativo y pérdida de vigor de manera acelerada (Bailly et al., 2019). Por lo tanto, la
prevalencia de un proceso sobre el otro dependeria de los niveles iniciales de dormicion, la
viabilidad potencial del fruto y de la tasa de produccion de ROS, dando lugar a diferentes

patrones temporales de germinacion.

Como se pudo observar en las zonas “C” y “D” de mayores HR/yw, variaciones importantes
en la intensidad de los procesos de SD y deterioro ocurren con pequefios cambios en las
condiciones de CH y TA o HR/yw. Mediante ensayos de transferencia (o reversion) entre
diferentes niveles de CH durante el almacenaje, se determino que el proceso de SD primaria
es, en general, unidireccional y su dindmica varia de manera reversible con cambios en el
CH o HR/yw (Fig. 4.16). El secado de frutos a un CH 6% (transferencia a la zona “B”) luego
de un periodo de almacenaje con alto CH (8 y 10%; zonas “C” y “D”) promovi6 un aumento
de la velocidad de SD; algo similar ocurrio al transferir muestras desde la zona “A” (CH de
4% y TA 10 y 15°C) donde se mantuvo la dormicién profunda, hacia la zona “B” (con CH
de 6%) donde se completd la SD en pocas semanas. Por otro lado, la transferencia de muestras

desde la zona “B” a la “D” por humedecimiento (6->10%) provocé un retraso en la SD (sin
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pérdida de viabilidad). En su conjunto, estos resultados sugieren que la SD y el deterioro no
estan necesariamente acoplados (aunque se superpone temporalmente), sino que responden

a mecanismos diferentes cuya velocidad puede modularse de manera independiente.

En la Fig. 4.17 se resume en forma esquematica el modelo de respuesta de la tasa de SD (o
TSDR) en funcién de la HR, indicando las cuatro zonas de respuesta y su relacién con el
metabolismo primario. La SD esta favorecida por valores de HR/yw crecientes dentro de la
zona “B”, esto es, por encima de un umbral del 38% y con un 6ptimo alrededor del 60%.
Dentro de este rango se asume que no hay metabolismo fermentativo ni aerébico. Por encima
de HR 65%, la tasa de SD disminuye hacia niveles de HR crecientes, y que coinciden con la
reactivacion gradual del metabolismo (glicolisis/via fermentativa a lo largo de la zona “C”).
En la zona “D”, con HR>80%, comienza a activarse la respiracion mitocondrial y al mismo
tiempo se inhibe la via fermentativa (Bewley et al., 2013). Es en esta Gltima zona de HR alta
donde los procesos de deterioro y la SD podrian estar controlados de manera simultanea por
las ROS. Como se dijo anteriormente, trabajos previos han intentado explicar el mecanismo
de SD mediante la ocurrencia de reacciones oxidativas mediadas por ROS (Oracz et al., 2007,
Bailly et al., 2008; Morsher et al., 2015; Buijs et al., 2019). Los resultados obtenidos no
apoyan una asociacion positiva entre la SD observada en la zona “B” y el deterioro oxidativo
(evaluado mediante test de CE y MDA, Fig. 4.13, 4.15, S. 4.7), aunque las ROS producidas
podrian tener un rol como “sefal” en la SD y aun asi estar debajo del umbral de deteccion de

los métodos empleados y no asociarse con el deterioro oxidativo.

En cuanto al rol del oxigeno como promotor de la SD en las zonas “A-B-C” del modelo, la
SD no se vio afectada por la anoxia (Fig. 4.12, 4.13). Estos resultados coinciden con lo

reportado en Xanthium sp. y Arabidopsis (Esashi et al., 1993; Buijs et al., 2018). A favor de
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una posible produccion de ROS en anoxia, Esashi et al. (2003) proponen que la fuente de
ROS de origen no-enzimaticas podrian deberse a reacciones de Amadori-Maillard, que no
requieren de la presencia de oxigeno (Ellis, 1959), condicién que si es necesaria para que
ocurra la peroxidacion de lipidos. Por otro lado, el almacenaje de frutos con alto CH (10%)
y TA célidas (25°C) combinado con anoxia, si resultd en una mayor germinacion de aquenios
comparado con aire normal. Esto podria deberse a que la ausencia de oxigeno impidié la
respiracion mitocondrial. El efecto de la anoxia en promover la SD en este caso (zona “D”)
podria deberse a una menor actividad metabdlica la cual se ha propuesto que inhibe la SD
(discutida para el analisis de la zona “C” del modelo); en este sentido, las muestras de CH
10% en anoxia podrian presentar un estado metabolico similar al de muestras en la zona “C”
donde predomina la via fermentativa, con un menor efecto inhibitorio sobre la SD. Este
efecto del metabolismo sobre la SD estaria dado por la produccién de metabolitos (p.ej.,
ATP) por la glucdlisis/ fermentacion/respiracion y que no se asocian directamente con las
ROS. Sin embargo, no se ha propuesto ain un modelo que conecte el metabolismo primario
con la SD en la post-maduracion en seco de semillas ortodoxas. La mayor germinacion
observada en anoxia en estos experimentos parece contradecirse con el efecto promotor de
la SD por tratamientos de hiperoxia reportados Morscher et al. (2015) y Buijs et al. (2018),
donde semillas almacenadas bajo condiciones oxidativas controladas (RH 75%, 40°C y 75%
0O2) o sistemas de alta presion parcial de O, aumentaron la SD. Esto sugiere que la
reactivacion del metabolismo podria afectar la SD de dos formas contrapuestas: (i) a través
de la produccion de metabolitos/energia metabolica (que inhiben la SD), y (ii) a través de las
ROS (que promueven la SD). En este balance, la via fermentativa inhibe la SD sin

promoverla por ROS, mientras que la respiracion mitocondrial inhibe la SD, pero la
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produccion de ROS puede eventualmente sobre compensar este efecto y promover la SD pero

también el deterioro.

Es conocido el rol central que posee el ABA como determinante en el mantenimiento de la
dormicion. En girasol se ha observado que la atenuacion de la dormicion durante la post-
maduracion en seco estd determinada por la pérdida de sensibilidad al ABA (Le Page-
Degivry et al., 1996, Bodrone et al., 2017; Rodriguez et al., 2018). Esto se confirmd
nuevamente en este trabajo, y los cambios en dormicion ocurridos en la zona “B” y “C” se
asociaron con cambios en la capacidad germinativa de embriones en ABA (Fig. 4.4, 4.5, 4.6
y 4.9.A). Por otro lado, a diferencia de otras especies como cebada (Gubler et al., 2008), trigo
(Finkelstein et al., 2016) y Arabidopsis (Ali-Rachedi et al., 2004), donde el metabolismo de
ABA en la semilla embebida cambia con el nivel de dormicion, no se asociaron los niveles
enddgenos de ABA de los tratamientos de almacenaje con los patrones de SD (Fig. 4.9 B).
Al mismo tiempo, se observO una mayor sensibilidad a etefon en condiciones que
promovieron ciertos niveles de atenuacion de la dormicién (coincidiendo con la pérdida de
dormicion embrionaria) como fue en las zonas “C” y “D” de mayores HR/yw (Fig. 4.13). La
ausencia de respuesta a etefon en muestras con dormicién profunda ubicadas en la zona “A”
de menores HR/yw también puede asociarse con una muy alta sensibilidad al ABA enddégeno.
El antagonismo entre ambas vias hormonales sobre la germinacion se ha estudiado a nivel
fisiolégico, genético y molecular en muchas especies (Corbineau et al., 2014). Las
interacciones entre las vias de sefializacion de ambas hormonas son evidentes en los fenotipos
de los mutantes de Arabidopsis con sensibilidad alterada al etileno y al ABA
simultaneamente, de manera opuesta (por ej., etrl, ein2, ein6 son insensibles a etileno y son

hipersensibles a ABA). En girasol, este antagonismo fue observado por Corbineau et al.
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(1990), donde aquenios post-madurados presentaron una mayor sensibilidad al etileno en
comparacion al momento de cosecha (con mayores niveles de dormicion y sensibilidad al
ABA). También en girasol se demostro que el ABA aumenta el requerimiento de etileno para

promover la germinacion de frutos de girasol dormidos (Corbineau y Coéme, 1995, 2003).

Actualmente se desconocen cuales son los mecanismos biogquimicos y/o moleculares que
ocurren en cada una de las zonas de HR/yw de respuesta a la SD y como se podrian relacionar
con los cambios observados en la sefializacion del ABA o del antagonismo ABA/etileno.
Estudios en girasol disienten sobre el rol de cambios en los transcriptos durante el almacenaje
en seco (debido a reacciones de oxidacién por ROS) sobre la pérdida de dormicién (Bazin et
al., 2011°; Meimoun et al., 2014). Otros trabajos (Esashi et al., 1993; Zhang et al., 1995)
sugirieron la participacion de reacciones enzimaticas simples en los procesos de deterioro, y
lo mismo podria plantearse para la SD. Por tratarse de reacciones que ocurren en ausencia de
metabolismo fermentativo y respiratorio, deberian ser independientes de un suministro activo
de ATP, y facilitadas por la proximidad de sustratos y catalizadores. En este sentido, se puede
pensar en modificaciones postraduccionales que generen cambios en la actividad de proteinas
regulatorias de la sefializacion hormonal, por ej., cambios en el nivel de fosforilacién de

reguladores transcripcionales como ABI5 (Skubacz et al., 2016; Yu et al., 2021).

Por otro lado, los procesos bioquimicos asociados con las zonas de HR se asociarian con
cambios biofisicos del citoplasma de los tejidos del embrion (Walters, 1998). El agua celular
en semillas con bajos CH se encuentra en estados solidos amorfos de tipo “glassy”, 0
“rubber” ya que no tiene una estructura regular (caracteristica de los cristales). La estructura
“glassy” se distingue por tener muy alta viscosidad y menor volumen libre. El CH y la

temperatura actuan relajando la estructura convirtiéndola en “rubber” (transicion vitrea, TQg),
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aumentando el volumen libre y la fluidez de la matriz, pudiendo tener grandes efectos en la
tasa de reacciones quimicas (p. ej. aumento del metabolismo que podrian inhibir la SD). Se
plantea la posibilidad de que el umbral entre las zonas “B” y “C”, o entre las zonas “C” y
“D” del modelo coincidan con la transicion vitrea en el embrion. A su vez, estos cambios en
las propiedades de la matriz sdlida a nivel celular podrian asociarse con cambios en la
formacion de condensados celulares y condicionar de manera especifica ciertas reacciones
enzimética. Estudios recientes han demostrado que variaciones en el yw de semillas
embebidas inducen cambios reversibles en la formacion de condensados de una proteina
(FLOEL) y éstos modulan la capacidad germinativa de semillas de Arabidopsis (Dorone et
al., 2021). Lo interesante es que dentro de este sistema de compartimentalizacion de
biomoléculas se identificaron distintos factores de transcripcion como ABI5 (involucrado en
la via de sefializacién del ABA), siendo un punto interesante como mecanismo de regulacion
de expresion génica y/o control de vias de sefializacion. Se plantea la posibilidad de que esta
proteina ABI5 varie su actividad por modificaciones post-traduccionales las cuales podrian
también resultar facilitadas por la formacién de condensados en condiciones de yw Optimas

(zona “B” del modelo).

Los resultados de este capitulo resaltan la existencia de combinatorias de CH y TA que
determinan condiciones de almacenaje que promueven la post-maduracién en seco. El
manejo postcosecha en la industria semillera (tanto en la etapa de mejoramiento como de
produccién de semilla hibrida comercial) deberia orientarse en acondicionar la semilla y ser
almacenada con HR menores al 65% (zona B). Esta condicién permite optimizar la SD
primaria y minimizar la proliferacion de bacterias, hongos e insectos (Bewley et al., 2013;

Bradford et al., 2018). En caso de que las condiciones de almacenaje superen la HR de 65%
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(zona C) se recomendaria disminuir la TA (<15°C) de manera de permitir el avance de la SD
aun cuando esta se vera demorada con respecto a las condiciones 6ptimas. El impacto de
estas condiciones “subOptimas” para la SD dependera ademas del nivel de dormicion al
momento de cosecha, determinado por el genotipo y el ambiente materno. A altas HR (>85%)
ocurren grandes variaciones en las tasas de SD y de deterioro. El almacenaje de frutos con
HR mayores a 85% puede resultar en una inhibicion, un retraso o eventualmente con la
promocion de la SD, pero con un avance significativo del deterioro oxidativo (magnificado
por altas TA). La condicion elegida finalmente, dependerd tanto de los medios e
infraestructura (p. ej. secadoras de flujo, cAmaras de refrigeracion, entre otros), de los costos
de acondicionamiento/almacenaje, como del ambiente de produccién/almacenaje. Las
condiciones ambientales presentes en la regién central o0 Pampeana presentan HR medias
anuales entre 69-79% y temperaturas medias anuales entre 14,8-19,5°C (Aliaga, 2018);
resaltando la importancia del manejo del acondicionamiento y ambiente de almacenaje

postcosecha para la optimizacién de la SD y atenuacion el deterioro oxidativo.

45.  Conclusiones
Finalmente, se ha demostrado una compleja relacion entre el CH y la TA, traducida en los

posibles mecanismos implicados en la pérdida de dormicion de los aquenios de girasol
durante el almacenamiento en seco. Se ha planteado a la HR/ yw de los frutos (determinado
por las isotermas de sorcion por combinatorias de CH y TA durante el almacenaje) como un
buen predictor de los procesos de la dindmica de SD y el avance del deterioro. Desde un
punto de vista practico, estos resultados deberian llevar a prestar atencion sobre las
condiciones de almacenaje utilizadas tanto en experimentacion como a escala industrial en

el manejo postcosecha del aquenio como simiente. Ademas, la pérdida de sensibilidad al
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ABA pareceria ser un mecanismo potencialmente responsable de la SD durante el
almacenaje. Futuros trabajos deberian avanzar en los posibles mecanismos (enzimaticos/no
enzimaticos, oxidativos/hidroliticos) que suceden en el estado “seco” en las semillas
responsables de esta pérdida de dormicidn y su relacion o no con los avances de los procesos

de deterioro.



Capitulo 5: Discusion general

Resumen
En este capitulo (i) se retoma el marco conceptual de la problematica abordada con el fin de

ampliarlo a partir de los conocimientos aportados en esta tesis. (ii) Se presenta un modelo de
respuesta a la dormicion en base a las hipétesis planteadas en el Capitulo 1 y se contrastaran
con los resultados obtenidos en los Capitulos 2, 3 y 4, buscando integrar las contribuciones
al estado de conocimiento. Luego, (iv) se puntualizan las aplicaciones desde el punto de vista
agronémico de los resultados obtenidos, y (v) se detallan las implicancias para futuras

investigaciones.

5.1. Marco conceptual de la problematica de dormicion en girasol
Los frutos de girasol (aquenio) suelen tener altos niveles de dormicién primaria al momento

de la cosecha, lo que impide su germinacion en un amplio rango de temperaturas de
incubacion (Cseresnyes 1979; Corbineau et al., 1990). Los factores que predisponen la
variabilidad fenotipica de dormicién al momento de cosecha son el genotipo (Subrahmanyam
et al., 2002; Maiti et al., 2006; Vujakovi¢ et al., 2012; Hernandez et al., 2017, 2019) y el
ambiente del cultivo (o efectos maternos; Bodrone et al., 2017; Lachabrouilli et al., 2021;
Riveira-Rubin et al., 2021). Los niveles iniciales de dormicion al momento de cosecha se
pierden durante el almacenaje o post-maduracion en seco, y la dinamica con que esto ocurre
también depende del ambiente de almacenaje (Bazin et al., 2011%; Rodriguez et al., 2018).
Sin embargo, el peso relativo de estas fuentes de variacidn (genotipo, ambiente y almacenaje
postcosecha) sobre los niveles de dormicion no habia sido hasta el momento evaluado en

girasol.
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Al ser la dormicion un carécter que se mide indirectamente como la ausencia de germinacion
en condiciones estandarizadas (y estas condiciones varian entre grupos de investigacion), se
dificulta la integracion de la informacién publicada por diversos autores. Todo esto hace que
la informacion existente resulte insuficiente aun para su aplicacion en la resolucion de
problemas asociados con la produccién de semilla hibrida de girasol. El objetivo general de
esta tesis fue explorar y conocer los posibles condicionantes de la dormicion en Helianthus
annuus L, con especial interés en la variabilidad existente en los genotipos comerciales
(objetivo 1) como punto de partida para estudios mas especificos enfocados en los
mecanismos fisioldgicos subyacentes (objetivo I1), y la herencia del fenotipo de dormicién
de los parentales en la semilla hibrida (objetivo Ill). Finalmente, se investigd cémo el
ambiente de almacenaje impacta sobre la dindmica de SD de aquenios y los posibles
mecanismos detras de esta respuesta (objetivo 1V).

5.2. Modelo de respuesta de la dormicion en base a las hipotesis planteadas en el
Capitulo 1 y resultados obtenidos en los Capitulos subsiguientes (2, 3 y 4):
integracion de las contribuciones al estado de conocimiento

Hasta la actualidad, muy pocos trabajos han abordado la variabilidad intraespecifica de la

dormicion en el girasol cultivado (Subrahmanyam et al., 2002; Maiti et al., 2006; Vujakovi¢
etal., 2012), y ninguno de éstos considerd un fenotipado de dormicién que abarque distintos
atributos (expresion en el rango térmico de incubacion, rol de las estructuras del fruto,
sensibilidad a hormonas). Aunque se han realizado numerosos estudios detallados sobre los
aspectos fisiologicos de la dormicidn, éstos se basaron en unos pocos genotipos (Le Page et
al., 1989, 1992, 1996; Corbineau et al., 1990; Gay et al., 1991; Bianco et al., 1994; Oracz et
al., 2008; Bazin et al 2011*"; Rosell6 et al., 2016; Vigliocco et al., 2017, 2019). Por

consiguiente, en esta tesis se llevaron a cabo estudios sobre una base de germoplasma mas
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amplio mediante el cultivo de los materiales bajo las mismas condiciones ambientales,
aplicando una metodologia Unica y completa de evaluacion de la dormicién. En base a los
resultados obtenidos en esta tesis, se destaca una importante variabilidad genotipica para los
principales atributos de la dormicion, ampliando el marco conceptual sobre esta
problemaética (resumido en la Fig. 5.1). La hipdtesis 1 (asociada al Objetivo 1) planteaba que
las cubiertas (pericarpio y cubierta seminal) imponen dormicidn en genotipos que expresan
dormicion a altas temperaturas, mientras que la dormicion a bajas temperaturas se asocia con
una mayor dormicién embrionaria. Los resultados del Capitulo 2 llevaron a aceptar esta
hipotesis. Las diferencias entre genotipos estarian dadas por niveles variables de sensibilidad
al ABA (un atributo embrionario), y de un atributo restrictivo asociado con la morfologia de
las cubiertas. Lo que se denomina “dormicion por cubiertas” parece responder a un efecto
pasivo de las cubiertas, principalmente del pericarpio, a través de la resistencia al ingreso de
Oz en el fruto embebido y la imposicion de hipoxia al embrién. Aunque la cubierta seminal
tuvo un impacto menor comparado con el pericarpio, no se puede descartar que tenga un
aporte significativo dentro del fruto intacto; posiblemente constituya una resistencia “en
serie” con la ofrecida por el pericarpio para la difusion de Oo.

La diversidad de patrones observados responderia a variaciones en la intensidad relativa de
dos mecanismos, la DEBT y la TI, los cuales se intensifican en condiciones térmicas
opuestas. Se concluyé que la presencia de un fenotipo determinado resulta de la
superposicion estos dos mecanismos que afectan diferencialmente la germinacion a
diferentes temperaturas de incubacion: la DEBT, comun para todos los genotipos evaluados

en esta tesis, y la TI, presente en forma moderada en la mitad de los genotipos cultivados y
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exacerbada en los silvestres (Fig. 2.3, 2.7; resumido en los tres fenotipos esquematizados en
la Fig. 5.1).

La expresién de DEBT (o dormicién primaria que se expresa en mayor medida a bajas
temperaturas), resulté del rol predominante del embrién, donde las cubiertas imponen una
restriccion fisioldgica temporal sobre éste (Corbineau et al., 1990; Bianco et al., 1994). En
la Fig. 5.1 se observa que la atenuacion de la dormicion del fruto comienza por la pérdida de
la dormicion embrionaria, con antelacién a la impuesta por cubiertas en todo el rango de

temperaturas de incubacion. Como consecuencia persiste temporalmente una dormicién

Elileno

YVariabilidad intraespecifica
Fenotipos de dormicidn:

Bl DEBT baa
B DEBT intermedia v L moderada
W DEIRT v T1 alta

Capaciclad aerminativa de
emmbriones

+

[T

de perminacion

=)

Reang lémmco

”
-

Herencia:

Bl Bya DERT (4)
AxB. BxA
F1
[ixA (hereda TT

Alla DERT v TIH{R)

+

A
Elileno

rareee A ARA

EEEmEEssEEE R s R
e ]

" o] Hipoaa

de gemminacion
TR

F]
o
Pl

Capacidad scrminativa de
embriones

----- T{50)
— Ti(50)

Rango térmico PETITILSL

il
"

v
Drcsarrallo Cosecha Posteosccha >
A
Scnsibilidad (A) ABA _— | _

Sensibilidad (A) GA, ctileno —_—

Contlenido [ABA] |-_|—_h'__*‘—-—_.___'_=

Contenido [GA, etilenn] ;7
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implicados en la requlacién de los fenotipos de dormicidn.
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fisiologica del embridn impuesta por las cubiertas tanto a altas como a bajas temperaturas.
Esta caida en los niveles de dormicion se asocia con la menor sensibilidad al ABA, la cual
también se atenla hacia temperaturas méas célidas (Fig. 2.3, 2.6, 2.9). Debido a esto, la
germinacion de frutos se produce primero a altas temperaturas de incubacion, como
observaron Corbineau et al. (1990), Bodrone et al. (2017) y Rodriguez et al. (2018).
Aquellos genotipos con mayores niveles de dormicién (y en consecuencia una mayor DEBT)
presentaron una persistencia mas marcada de ambos componentes (embrionaria e impuesta
por cubiertas) y predisposicién a presentar Tl (entre 25 y 30°C). Este mecanismo de DEBT
(comun tanto en genotipos cultivados como silvestres), se observa en el modelo como una
disminucion de la Ti(50) en los tres fenotipos de dormicion (Fig. 5.1).

Por otro lado, la restriccion para germinar a altas temperaturas de incubacion impuesta por
el pericarpio y la cual no se atentia con la post-maduracion responde a lo que se denomina
Tl (Fig. 5.1, visto a través de la Ts(50) para cada fenotipo de dormicion). Este atributo, se
encontrd en las poblaciones silvestres (grupo 3 del experimento 1, Fig. 2.1; Cantamutto et
al., 2010; Presotto et al., 2014) y también se expresd en cierto grado en varios genotipos
cultivados (grupo 2 del experimento 1, Fig. 2.1; grupo 4 y 5 del experimento 2, Fig. 2.4; Gay
etal., 1991; Dominguez et al., 2016, 2019). En el caso de este caracter parecen adquirir una
mayor importancia ciertas caracteristicas de las cubiertas, que confieren una menor
permeabilidad y cierta susceptibilidad del embrion al ambiente impuesto por éstas. Esto nos
llevaria a aceptar parcialmente la hipotesis 2.

En el caso de los girasoles cultivados permanecia como interrogante cuéles son las vias de
herencia de la dormicion (tanto la DEBT como la Tl) en la F1 hibrida (objetivo 1), ya que

involucra la calidad de la semilla comercial. Los hibridos reciprocos evaluadas en el Capitulo
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3 permitieron discernir entre el rol del embrion en la expresion de la DEBT y el efecto que
imponen las cubiertas en la TI (ver esquema Fig. 5.2). Se pudo observar la presencia de una
herencia mixta (Fig. 3.3), en primera medida dada por una dominancia incompleta donde el
comportamiento intermedio de ambas F1 (indistintamente el sentido de la cruza)
demostraron el rol predominante del cigoto por sobre las cubiertas en la DEBT (o0 dormicién
primaria/embrionaria). Esto también se insinud en la respuesta de los hibridos reciprocos
que fueron similares entre si e intermedios a los parentales en cuanto a la sensibilidad del
embrion al ABA y la respuesta del fruto a las GA/etefon (Fig. 3.4, 3.5). Estas evidencias
llevan a aceptar la hipétesis 5.b, y no se demostré un tipo de herencia extra-nuclear o
mitocondrial. Por otro lado, la TI presentd una herencia de tipo materna, dependiendo del
genotipo de alta dormicion en la cruza. Esta Tl que estuvo impuesta por las cubiertas,
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Fig. 5. 2. Modelo conceptual esquematico de la herencia de la dormicion en aquenios de girasol, y
los mecanismos fisiol6gicos implicados en la regulacion del fenotipo. El esquema fue generado a
partir de los datos obtenidos en esta tesis (capitulo 2 y 3).
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especialmente por el pericarpio, se transmitié a su F1, asociada con ciertas caracteristicas
morfoldgicas (p. ej. mayor grado de esclerosamiento y espesor del parénquima medio -
Imagen 3.4-). Sin embargo, la expresion del fenotipo de TI dependié también del cigoto,
particularmente de su sensibilidad al ABA y/o a la hipoxia (Fig. 3.8). Esto permite aceptar
parcialmente la hipdtesis 5.a, ya que la Tl en girasoles cultivados no esta sujeta solamente a
las caracteristicas de las cubiertas (como si sucede en poblaciones silvestres; Hernadndez et
al., 2017), sino también al comportamiento del embrion en interaccion con las cubiertas (ver

esquema en Fig. 5.1y 5.2).

En la dormicion de los aquenios presente a partir de cosecha, el metabolismo del ABA no
parece ser relevante, y cumple un papel preponderante la pérdida de sensibilidad al ABA,
coincidiendo con trabajos de la bibliografia (ver Fig. 5.1, 5.2) (Le Page-Degivry et al., 1990;
Le Page-Degivry y Garello, 1992; Conti et al., 2004; Bodrone et al., 2017, Rodriguez et al.,
2018). Los resultados de los experimentos 3, 4 y 5 mostraron que tanto los distintos niveles
de dormicion de los aquenios entre genotipos (parentales e hibridos F1), su expresion
diferencial en el rango térmico y su alivio durante la postcosecha se asociaron estrechamente
con la capacidad germinativa de los embriones al ABA (Fig. 2.9, 2.10, 3.4, 3.7, S 3.3). Por
otro lado, los niveles de ABA durante la incubacion no se asociaron con los diferentes niveles
de dormicion. En los tres parentales evaluados en el Capitulo 3, se observo un aumento del
ABA en la incubacion (incluso siendo mayor en el genotipo de menor dormicion) y esta
respuesta no se modificé una vez disminuida la dormicién en postcosecha (Fig. 3.6.A).
Curiosamente, los niveles de ABA se asociaron en forma negativa con el nivel de dormicién
de los genotipos. En otras especies como Arabidopsis y cebada se han asociado positivamente

los mayores niveles dormicién con mayores contenidos endégenos de ABA (Ali-Rachedi et
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al., 2004; Gubler et al., 2005, 2008), mientras que en trigo y sorgo granifero no se observaron
diferencias entre genotipos con dormicion contrastante (Walker-Simmons, 1987; Benech-
Arnold et al., 2003; Gualano et al., 2007). Similar a lo observado en girasol, en Chenopodium
quinoa y Brachypodium distachyon se reportd que los contenidos endégenos de ABA se
asociaron negativamente con el nivel de dormicion de dos accesiones contrastantes (Barrero
et al., 2012; Ceccato et al., 2015). Estas observaciones sugieren una posible regulacion

negativa de los niveles de ABA enddgeno por parte de la sefializacion del ABA.

La respuesta germinativa a inhibidores de sintesis de ABA (Flurocloridona, Fluridone) no
presentd una tendencia clara, sugiriendo que la sintesis de novo de ABA a partir de
precursores carotenoides es poco relevante en la imposicion de diferentes niveles de
dormicion como los observados entre genotipos. En los genotipos evaluados en el
experimento 3 (Capitulo 2; Fig. 2.9) y 4 (Capitulo 3; Fig. 3.4) no se observé un cambio en la
respuesta germinativa en embriones aislados tanto al momento de cosecha como en
postcosecha (una vez aliviada la dormicién). Por otro lado, en el experimento 5 (mismos
genotipos evaluados que en el experimento 4), caracterizado por ser una fecha de siembra
mas tardia, se observaron ciertos niveles de respuesta a Fluridone en los 3 parentales al
momento de cosecha (Fig. S. 3.3). La diferente respuesta al Fluridone en el experimento 4 y
5 sugiere que la acumulacion de ABA durante la incubacion no depende exclusivamente de
la sintesis actual de carotenoides, la cual es bloqueada por el Fluridone. Por ende, la sintesis
de ABA podria ocurrir a partir de precursores ya acumulados que actian “aguas abajo” en la
ruta del metabolismo, o alternativamente, podria provenir de la hidrdlisis de conjugados
también acumulados en el embrién (Nambara et al., 2010; Arc et al., 2013; Ng et al., 2014;

Hussain et al., 2020). Tampoco se observo respuesta a inhibidores de catabolismo de ABA
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(Diniconazole) en los tres parentales evaluados (Cuadro 3.2). Durante el desarrollo de los
frutos los contenidos enddgenos de ABA no se asociaron con los niveles de dormicion al
momento de cosecha y postcosecha de los distintos genotipos. Sin embargo, se observo cierta
respuesta a Fluridone reportando niveles de sintesis, de mayor relevancia comparado con

momentos méas avanzados de la maduracion del fruto (Fig. S. 3.6, S. 3.7). Esto coincide con

lo reportado en estudios durante el desarrollo, donde la capacidad de sintesis de ABA resulto
relevante en momentos tempranos del desarrollo (Le Page-Degivry et al., 1990, 1996; Le
Page-Degivry y Garello, 1992). Estas evidencias nos llevaron a rechazar la hipétesis 3.a
(asociada al objetivo I1) ya que el metabolismo del ABA en el aquenio embebido no se asocio

positivamente con los niveles de dormicion al momento de cosecha y durante la postcosecha.

Conjuntamente, se investigd el posible rol de las cubiertas en la T1 asumiendo que éstas
inhiben fisiolégicamente al embrion mediante la restriccion al ingreso de O2. Los aquenios
de genotipos con TI (1579 y HA342), presentaron una mayor restriccion para germinar en
hipoxia (3%) a 30°C que genotipos sin TI (609; Fig. 3.8). Esta tendencia se repitio al evaluar
la germinacion de aquenios en hipoxia sobre parentales opuestos y sus hibridos reciprocos
(Fig. 3.9). Por otro lado, la sensibilidad de los embriones al ABA en hipoxia se exacerbé
mayoritariamente en los parentales de alta dormicion y se alivié parcialmente durante el
almacenaje postcosecha con la pérdida de dormicion de los aquenios (Fig. 3.8 A vs. B).
Sumando a las evidencias de una asociacion negativa de los niveles de ABA con la
dormicidn llevaria a aceptar parcialmente la hipétesis 3.b donde la hipoxia regula la Tl a
partir de la sensibilidad al ABA, pero no su metabolismo.

Otros reguladores de la dormicién y el crecimiento como GA y etileno, mostraron no ser un

requisito para el alivio de la dormicién de los aquenios a partir de la cosecha, sino que es
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necesario que se desencadene la pérdida de sensibilidad al ABA para que éstos comiencen a
tener alguna injerencia, como se ha observado en otras especies (Hilhorst et al., 1986;
Karssen et al., 1989; Steinbach et al., 1995; Benech-Arnold et al., 2000°). Esto lleva a
aceptar la hipotesis 4 (objetivo 11). La capacidad de revertir la dormicién y promover la
germinacioén por parte de las GA y el etefon (etileno) se asocié negativamente con el nivel
de dormicion de los aquenios. Los genotipos con mayor nivel de dormicién al momento de
cosecha presentaron menor capacidad de respuesta a GA junto a etefon (Fig. 3.5), que fue
adquirida gradualmente durante la postcosecha al disminuir los niveles de dormicion (Fig.
5.1, 5.2). Esta capacidad germinativa adquirida por GA y etefén estuvo inversamente
relacionada con la disminucion de la sensibilidad de los embriones al ABA (Fig. 3.4, 3.7).
Este patrdn, siguio la misma ldgica al observarse la expresién de la dormicion en el rango
térmico, donde la mayor DEBT estuvo relacionada con una mayor sensibilidad de embriones
al ABA y una menor capacidad de respuesta a GA y etefon (Fig. 2.9, 3.4, 3.5). Por otro lado,
la hipoxia no permitio revertir su efecto inhibitorio sobre la germinacion ante el agregado de
etefon (Fig. 3.8.C). Esto sugiere que el efecto del etileno en la promocidn de la germinacion
estaria condicionado por la actividad de sefializacion del ABA, que se ve exacerbada con el
aumento de la hipoxia (promovida por altas temperaturas de incubacién). Ademas, la
incubacion con inhibidores de sintesis de GA (Trinexpack-etil) y etileno (CoCl2) al momento
de cosecha no tuvo ningun efecto sobre la germinacion de los aquenios (Cuadro 3.2, 3.3),
por lo cual la sintesis activa de estas hormonas no pareceria ser un requisito para la
atenuacion de la dormicion a partir de cosecha. El etileno actuaria interfiriendo con la via de
sefializacion del ABA vy sin alterar su metabolismo, ya que la incubacion en etefon de frutos

no tuvo efectos sobre los niveles endogenos de ABA (Fig. 3.6.A).
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El proceso por el cual los frutos pierden la dormicion (post-maduracion en seco) estd
regulado por factores del ambiente, principalmente el CH, la TA y (en algunos casos) el
oxigeno (Bewley et al., 2013). En numerosas especies se ha observado un patrén general de
respuesta positiva de la SD a la TA (Hilhorst, 1995). Sin embargo, en girasol existe cierta
controversia, tanto en la industria semillera como en la literatura, acerca del efecto que ejerce
la TA (Cseresnyes, 1979; Brunick, 2007). Una posible razon es la existencia de interacciones
entre la TA'y el CH, como se observaron en otras especies (Foley, 1994; Basbouss-Serhal et
al., 2016). Bazin et al. (2011?) estudiaron esta interaccion en girasol, pero evaluando semillas
(sin pericarpio), y observaron un patron similar a Arabidopsis, donde la SD respondid
positivamente a la TA en combinacién con altos CH. Sin embargo, este trabajo no tuvo en
cuenta el rol de las cubiertas sobre el comportamiento del fruto entero y no explor6 valores
de CH entre 5y 10% que son los que normalmente se equilibran con la HR del ambiente
(45-80%). En esta tesis se amplié el amplio rango de condiciones de almacenaje abarcando
aquellas mas frecuentes en la industria semillera, y se agregaron algunos tratamientos
extremos (p. ej., almacenaje en freezer) usados experimentalmente para preservar el nivel de
dormicion inicial al momento de cosecha. Los resultados del Capitulo 4 (responde al objetivo
IV) detectaron interacciones significativas entre el CH y la TA en el patron de SD de los
aquenios y embriones (Fig. 4.4, 4.5, 4.6, 4.7), llevando a aceptar la hipdtesis 6.a. En base al
supuesto de que las reacciones (cualquiera sea su naturaleza, enzimatica o no) implicadas en
la SD ocurren en medio acuoso y estan limitadas por el estado termodindmico del agua, se
estimd la HR (0 aw) ¥ ww para cada una de las combinaciones de CH y TA. Se obtuvo un
modelo que relaciona la TSDR (ver modelo Fig. 4.17, y esquema Fig. 5.3) en funcion de la

HR/ yw de equilibrio para cada tratamiento que permitio identificar cuatro “zonas” de
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respuesta. En la zona “A” se inhibe totalmente la SD, en la zona “B” se promueve la SD, en
las zonas “C”y “D” se promueve parcialmente la SD (los embriones germinan en agua, pero
siguen siendo sensibles a ABA/cubiertas). En la zona “D” hay respiracion (consumo de O2),
promoviendo el deterioro acelerado y la SD. En este caso el mecanismo promotor de la SD
posiblemente involucre las ROS producidas en el embrion, las cuales también conducen al
deterioro oxidativo de acuerdo con los trabajos de Bailly y colaboradores (Oracz et al., 2007;
Bazin et al., 2011%; Morscher et al., 2015). Este mecanismo seria diferente al que opera en
la SD en la zona “B”, y que optimiza la SD manteniendo una muy baja tasa de deterioro (0

TDR, estimada segun ecuaciones de Ellis y Roberts, 1980).

Tal como se comentd anteriormente en los resultados del Capitulo 2 y 3, la DEBT (o

dormicion primaria) estaria sujeta al estado fisiolégico o potencial de crecimiento del
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Fig. 5. 3. Esquema conceptual de la velocidad de SD primaria en frutos de girasol en funcion de
la HRe a partir de los resultados del capitulo 4. Se muestra la SD de aquenios, embriones y
sensibilidad de embriones al ABA en una primera zona de HRe intermedias que conforma una
zona (1) de almacenaje seguro y SD éptima. Luego en HRe altas se muestra una zona de SD poca
segura (2) debido al aumento pronunciado de procesos de deterioro. El panel inferior muestra un
esquema de las relaciones de sorcion entre el CH y la HRe en frutos de girasol para dos situaciones
térmicas de almacenaje. Luego se detallan factores que pueden modificar esta relacion de sorcion
(p. €j. contenido de aceite del fruto, histéresis, morfologia).
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embrion (siendo las cubiertas una restriccion adicional que limitan su crecimiento). En
aquellos tratamientos donde se promovio la pérdida de dormicién, se observé en primera
medida un aumento en la capacidad germinativa de los embriones en agua, seguido de un
avance progresivo en la capacidad germinativa de los embriones en ABA (Fig. 4.4,4.5, 4.6,
4.9.A). Por otro lado, no se observé una asociacion entre el nivel de ABA enddgeno y la
capacidad adquirida para germinar de los aquenios en los tratamientos de almacenaje
(CHXTA) que promovieron mayores tasas de SD (Fig. 4.9.B). Entonces se concluye que
aquellas condiciones de almacenaje (HR=~60%) que promovieron la SD de aquenios lo
hicieron a través de cambios en la sensibilidad de los embriones al ABA (de acuerdo con
Rodriguez et al., 2017) y sin afectar los niveles enddgenos de esta hormona. Estas evidencias

Ilevarian a aceptar la hipétesis 6.b.

La promocion de la SD en la zona “B” del modelo (donde se optimiz6 la SD) no se asocio
con los indicadores de deterioro evaluados (CE de semilla, MDA en eje embrionario, y vigor
de plantulas luego de almacenaje prolongado de 7 meses; Fig. 4.13, 4.14, 4.15). A partir de
un umbral cercano a una HR de 65% la SD respondié negativamente a valores crecientes de
HR; en aquellas zonas de mayores HR y yw (C y D, tratamientos de mayores CH y bajas TA
se observé una disminucion en la velocidad de SD en concordancia con el aumento de las
TDR (Fig. 4.17, 5.3). Se planted la posibilidad de que la menor germinacion de frutos
estuviera causada por una pérdida de vigor, y no por una menor velocidad de SD. Sin
embargo, esta posibilidad se descart6 luego de los ensayos de modificacion de CH durante
el almacenaje. Estos demostraron que la velocidad de SD primaria puede modularse en forma
dinamica variando el CH. El proceso de SD parece ocurrir unidireccionalmente, y mayores

CH (o valores de HR) solamente inhiben el proceso de SD, sin promover una entrada en
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dormicion secundaria. Estos cambios se observaron previo a la ocurrencia de avances
marcados del deterioro (Fig. 4.16). Es asi como ambos procesos parecen ser en cierta medida
independientes entre si (ver vectores ortogonales entre variables de dormicién y deterioro,
Fig. S. 4.7.B). De esta forma, las reacciones oxidativas (quizas de origen no-enzimaticas) no
se asociaron con los patrones de deterioro y SD en las zonas B y C. Algunos autores no
descartan la posibilidad de reacciones enziméticas no dependientes de un suministro
continuo de ATP (metabolismo activo) en esta zona de bajos niveles de hidratacién (zona 2
de sorcién) (Esashi et al., 1993; Zhang et al., 1995; Mira et al., 2010). Por otro lado, el
deterioro oxidativo (mediado por ROS) que desencadena la SD en la zona “D” a través de
altos CH y TA calidas (region 2 en la Fig. 5.3), concuerda con lo observado por Bazin et al.
(2011%). Sin embargo, este mecanismo alternativo de mayor actividad metabolica
(respiratoria) implica altas probabilidades de deterioro y zona de almacenaje poco seguras.
La presencia de estos dos mecanismos de SD llevaria a aceptar parcialmente esta hipétesis

6.C.

5.3.  Aplicaciones desde el punto de vista agronémico de los resultados obtenidos.
Los resultados de esta tesis proveen evidencias que aclaran fuentes de variacion en la

dormicion de girasol, y facilita la utilizacion de éstas como guia para disefiar estrategias de
manejo que permitan disminuir esta problematica en la produccion de semilla hibrida. A raiz
del vacio de conocimiento planteado en el Capitulo 1, en la presente tesis surgié la necesidad
de evaluar la variabilidad intraespecifica para atributos de dormicion de girasol, e indagar en
los posibles mecanismos fisiologicos. Dicha informacion resulta de importancia para obtener
informacion basica sobre el funcionamiento de la dormicidn en genotipos diversos de girasol

(Capitulo 2) y la posibilidad de desarrollar protocolos de fenotipado adecuados para los
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programas de mejoramiento. La estandarizacion de los métodos para evaluar dormicion a
través de temperaturas fijas (p.ej. 25° en el poder germinativo segin ISTA, 1999) puede
arrojar informacion parcial y poco confiable para predecir el comportamiento germinativo de
un genotipo, particularmente aquellos materiales con predisposicion a presentar Tl. La
expresion de la dormicién en el rango térmico de incubacion, tanto a bajas temperaturas
(DEBT) como a altas (TI) requiere que el fenotipado considere evaluar la germinacién a
diferentes temperaturas de incubacion que las actualmente utilizadas en las pruebas de
calidad de semillas (10°C para el “Cold Test”, y 25°C para poder germinativo; ISTA, 1999).
La comparacién de la germinacion obtenida a 25 y 30°C permite detectar la presencia de TI,
la cual puede ser problematica en algunos ambientes de produccion de semilla hibrida o

acentuarse en respuesta a tratamientos de curado.

El rango de condiciones térmicas del ambiente (dependiendo de la ubicacién geografica y
fecha de siembra utilizada) para la siembra del cultivo del girasol suele explorar rangos mas
amplios que los utilizados en los métodos estandarizados de laboratorio (p. ej. poder
germinativo a 25° segin ISTA, 1999). Situaciones de siembras tempranas, sitios de altas
latitudes y mas continentales, establecen condiciones de bajas temperaturas durante la
implantacion que predispone a la DEBT y por consiguiente ocasionar problemas en el stand
de individuos logrados del cultivo. Por otro lado, la importancia de ampliar el rango a 30°C
se relaciona con la posibilidad de poder detectar la TI, que puede presentarse en forma
moderada (pero persistente) en los genotipos cultivados, en comparacion con las poblaciones
silvestres. Condiciones del suelo que promuevan bajos yw (p. €j. déficits hidricos) o hipoxia
(p. €j., compactacion y exceso hidrico), podrian exacerbar la Tl aln a temperaturas menores

(p. €]. 25°C) en situaciones de siembras “tardias” o “de segunda” durante el verano (Huo y
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Bradford, 2015). Adicionalmente, la aplicacion de polimeros como parte del “curado” de la
semilla podria aumentar la resistencia al Oz y promover la T1 a temperaturas de incubacion

menores (corrimiento de la Ts(50) hacia valores més bajos).

El control genético de la dormicion no parecid estar ligado a los principales caracteres objeto
del mejoramiento en los girasoles aceiteros. Los caracteres de mejora mas relevantes, como
peso-tamano del fruto, relacion pepita/pericarpio y contenido de aceite, no se asociaron con
los niveles de dormicidn entre los girasoles cultivados evaluados en esta tesis (Fig. S. 2.3.B).
La ausencia de una relacion entre la morfologia del embrién y la DEBT también fue notable
al comparar los hibridos provenientes de cruzamientos reciprocos entre parentales con
diferente DEBT y tamafio de fruto. La intensidad de la DEBT del aquenio (asi como la
sensibilidad del embrion al ABA) dependié del genotipo del cigoto (y los hibridos fueron
similares entre si) aun cuando la morfologia del fruto estuvo determinada por la madre (y los
hibridos fueron tan diferentes entre si como los parentales). Otro resultado a destacar fue la
asociacion entre el tiempo a floracion y los niveles de dormicion, donde pareceria que
genotipos con ciclos mas precoces podrian presentar menores problemas de dormicion (Fig.
S. 2.3). Un resultado similar pudo observarse en sorgo granifero, en un trabajo del grupo
donde se evalu6 un panel de unos 20 genotipos (Rodriguez et al., 2021). Estas asociaciones
entre los caracteres dormicion de grano y tiempo a floracion posiblemente reflejan la
participacion de genes regulatorios comunes en ambas vias, como se ha observado en
Arabidopsis thaliana (Auge et al., 2019).

Conjuntamente, a partir de la informacion generada se determinaron los patrones de herencia

para dichos atributos encontrados sobre la F1 hibrida que permita optimizar o disefiar los

cruzamientos durante la etapa de mejora y/o produccion de semilla hibrida (Capitulo 3). Una
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herencia de tipo incompleta determina que la F1 hibrida presente menores niveles de
dormicidn ante la presencia de un parental de alta dormicion en la cruza. Ademas, la direccion
del cruzamiento no afecta el fenotipo de la F1, a menos que el parental de alta dormicion
presente T1. Esta Gltima puede ser heredada en la progenie por via materna, predispuesta por
cubiertas de mayor grosor y esclerosamiento como de una alta sensibilidad del embridn al
ABAV/hipoxia. Poder determinar la direccion de un cruzamiento cuando uno de los parentales
presenta tendencia a la T1 (siempre que la herencia de otros caracteres de interés lo permita)
resultard de importancia practica en la obtencion de semilla hibrida con alta calidad

germinativa.

Finalmente, se establecieron condiciones de almacenaje de CH y TA que permiten optimizar
la velocidad de SD de los aquenios, minimizando los procesos de deterioro (Capitulo 4).
Resulta una herramienta importante de manejo durante la postcosecha que da la facultad de
disminuir los tiempos de acceso al material simiente con estandares de calidad germinativa
acorde a las normativas de mercado y/o acelerar el avance de generaciones en un programa
de mejoramiento. Aquellas condiciones que determinen HR cercanas al 60-65% (CH 6% y
TA de 15-20°C) bastan para optimizar la SD de un genotipo/lote determinado. Debe tenerse
en cuenta que almacenamientos con CH mayores a este valor requerira de una disminucion

en la TA (que permita disminuir la HRe).

5.4.  Implicancias para futuras investigaciones
Los resultados obtenidos sugieren nuevas preguntas en relacion con los mecanismos que

estarian regulando la dormicion en girasol. En términos generales, se observo que la
sensibilidad al ABA es una via comun en regulacién de los niveles de dormicién tanto entre

genotipos, su expresion en el rango térmico (tanto en la DEBT como la predisposicién para
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presentar TI), los patrones de herencia en la F1 y detras de los mecanismos que promueve la
SD durante el almacenaje “en seco”. Ademas, los niveles endogenos de ABA no tuvieron
unainjerencia directa sobre los niveles de dormicion, incluso entre genotipos siguié un patron
inverso. Por otro lado, la sensibilidad a GA o etileno se asocid en forma contrapuesta con la
sensibilidad al ABA. La vinculacién entre las vias hormonales del etileno, GA y ABA, la
hipoxia y la dormicion fue demostrada en Arabidopsis thaliana recientemente por Wang et
al. (2018). La promocion de la germinacion por etileno requiere de la via N-End rule pathway
funcional; a su vez, esta via regula la sefial del ABA a través de cambios en la expresion de
ABI5. Una forma de abordar estas interacciones a nivel molecular en girasol seria mediante
el anlisis de expresion de genes ortdlogos que codifican para los componentes de las vias de
sefializacion de ABA, GA'y etileno, y evaluar si responden a los niveles de O, y temperaturas
de incubacion que promueven TI1. Con relacion al rol que cumplen el pericarpio junto con la
cubierta seminal en la imposicion de la dormicién por cubiertas a altas temperaturas de
incubacion (TI) falta aun cuantificar los niveles de hipoxia in situ que se establecen en el
embridn, y asociar estos niveles de Oz con cambios en la sensibilidad al ABA y al etileno
mediante la N-End rule pathway (Gibbs et al., 2014; Wang et al., 2018). Ademas, seria
interesante evaluar aspectos fisioldgicos y genéticos, involucrados en la biosintesis y
deposicién de pared secundaria en el esclerénquima durante la histogénesis del pericarpio,
tejido que pareceria conferir una baja permeabilidad, resistencia mecéanica (rigidez) e
hidrofobicidad a las cubiertas. En girasol, faltaria integrar los cambios fisioldgicos a nivel
del embriony su relacion con los cambios histologicos de las cubiertas en la region micropilar
que ocurren durante la dinamica de germinacion. En especies como Arabidopsis, tabaco y

lechuga, se ha demostrado que el endosperma micropilar integra las sefiales ambientales con
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las redes hormonales que median la dormicion y la germinacion de las semillas. Este proceso
implica la accién de enzimas que acttan sobre arquitectura de la pared celular y asi debilitar

la resistencia fisica del endosperma (Sung et al., 2008; Lee et al., 2012).

El mejoramiento genético seria una alternativa para reducir el exceso de dormicién en
girasoles cultivados, dado que existe variabilidad intraespecifica para el nivel de dormicién
(DEBT) vy la presencia de T1 (como se muestra en esta tesis). A partir de estudios de mapeo
de QTL o de mapeo por asociacion (GWAS) se podrian obtener marcadores moleculares
atiles para el mejoramiento genético. Resulta una alternativa interesante el uso de
poblaciones biparentales que podrian derivar de algunos de los materiales utilizados en esta

tesis (F1 generadas en el Capitulo 3) para el mapeo de QTL de dormicion.

Actualmente, no se conocen los mecanismos bioquimicos que ocurren en cada una de las
zonas de HR/yw de respuesta a la SD. Tampoco se conoce como se podrian relacionar con
los cambios en la sefializacién del ABA que ocurren en semillas con niveles de hidratacion
tan bajos. Nuestros resultados no permiten descartar las reacciones de oxidacién por ROS
como desencadenante de la pérdida de dormicién (Oracz et al., 2007; Bailly et al., 2008,
2019; Meimoun et al., 2014; Bazin et al., 2011). Sin embargo, los cambios en sensibilidad
del embrion al ABA, en ausencia de deterioro oxidativo, sugieren la accion un mecanismo
de alta especificidad, apuntando a una posible actividad enzimatica. La relacién entre estas
posibles reacciones de SD, y el aumento del metabolismo (fermentativo y aerobico) no se ha
establecido en semillas, aunque la idea de que el metabolismo “inhibe” la SD fue planteada
anteriormente (Leopold, 1988; Foley, 1994). El analisis de los perfiles metabolicos de los
embriones en cada zona de respuesta de SD podria ser informativo con respecto a esta

relacion inversa entre metabolismo primario y SD. Otros aspectos para evaluar podrian ser
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cambios en la metilacién del ADN con relacion al tratamiento de secado y durante el
almacenaje (Michalak et al., 2013), y/o cambios en el nivel de fosforilacion de proteinas,
como posibles mecanismos de regulacion de la via de sefializacion de ABA. También es
sugestivo que la proteina ABIS tiene un tipo de dominio “intrinsecamente desordenado” lo
que favorece la formacién de condensados dentro de los cuales podrian producirse reacciones
en un medio précticamente libre de agua (Dorone et al., 2021). Un aspecto clave del analisis
de las zonas definidas por el modelo de tasas de SD en funcion de la HR y que no fue evaluado
en esta tesis, es el que refiere a la biofisica de los frutos, mediante técnicas de DSC (Walters,
1998). Se espera que la temperatura de transicion vitrea (Tg) para los diferentes CH
evaluados se asocie con alguno de los umbrales observados en el modelo, p. ej., entre las
zonas “B” y “C”, el cual también coincide con el umbral para la actividad bioldgica de
microorganismos. No se encontraron en la literatura previa trabajos en los que se haya
descripto una regulacion tan marcada de la SD por la HR y abarcando un rango tan amplio
de temperaturas, y las respuestas en otras especies podrian no ser las mismas. En este sentido,
el girasol ofrece un sistema experimental Unico para investigar las reacciones detras de la SD

durante el almacenaje en seco, actualmente lejos de estar esclarecidas en ninguna especie.
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Imagen S. 2. 1. Imagenes de aquenios de los diferentes genotipos estudiados en este trabajo. Se
muestra el aquenio entero y en corte longitudinal. Las imagenes se obtuvieron a través de una
lupa (10x) con una camara digital incorporada.
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Cuadro S. 2.1. Fenologia y ambiente explorado en los diferentes experimentos (1, 2 y 3). En cada genotipo, se determind la fecha media de antesis (R5.5),
madurez de cosecha, los dias entre siembra a antesis y antesis a madurez de cosecha. En esta Gltima etapa (llenado del aquenio y posterior secado) se
detallaron las variables climaticas.

Fecha/ Duracién
Geno S- RES - R55 - ME- DLL 'I;MD Tl\ilma 'I;Mmin 'I;maxA 'I;minA PRMD RMDA
tipo R55 MF MC 5R5, MF MG MC  (TT) (°C) X (°C) (°C) (°C) (°C) (MJ/m2)  (MJ/m2)
Experimento | - 2015/2016: Fecha de siembra 17/9/2015
1579 20 ML U2 g7 5 s 20 s 20F g?:f * 3?49 t 37 146 179 641,9
1673 ;/71% ND 51’/62/ 91 ND 54 ND ND 351 * g%o * 3?5’5 * 367 114 190 ND
600 oot LAY e 3 75 a4 602 3’449 * 3%9 * 3?7’2 t 367 102 160 72,1
HA89 3/21% /214é1 %3/ 9% 33 74 41 640 3,54 * g%o * 3%3 * 367 101 153 796,7
1552 IQZ/ ND /118(;2 81 ND 73 ND ND 3,42’91’ g,oéo * 3?6’1 * 367 114 187 ND
609 5’1/% /116(;1 /118(;2 87 34 67 33 633 2,51’2 * 2%3 * 2%5 * 367 114 180 841,0
BAR 3/11% ND /112(;2 105 ND 43 ND ND 25’31 2,045 * 2,048 * 367 114 177 ND
LMA ié/” ND }féz 116 ND 36 ND ND 55’” 2’142 * 5’03’9 * 367 114 159 ND
AAL 2’1/1 /219(;1 /112(;2 110 24 38 14 457 5,51’3 * 2?5’7 * 5?5’5 * 367 114 183 602,8
Mean i{é ﬂl ﬂz 956 310 596 368 251 304 205 367 115 173 762,9

Experimento Il - 2016/2017: Fecha de siembra 25/8/2017
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1579 ;?1/(13 2/71/ /2147/1 107 27 45 18 524 5?5’3 * 2?3’3 * é%g * 348 126 191 641,9
Mean % % % éﬁl 322 458 132 247 301 194 349 124 194 7734
Experimento 111 - 2016/2017: Fecha de siembra 26/9/2016

600 ;/51% /1157/1 /3117/1 8. 31 46 16 605 3,57’“ 2?9’1 * g?f * 343 88 182 691,1
HA89 5’1/(15 /2107/1 f117/1 84 32 43 10 632 3?6:“ ;og,z * 3’041 * 343 88 183 720,1
1579 gfllé /2117/1 1/72/ o1 26 43 17 528 5’40’81’ 5?1’7 * é%’s * a3 88 176 598,2
AAL 5/1/1 /2157/1 f’f’ 8 24 37 13 46l 3’49’41’ 5?1’4 * é?s’z * 243 88 180 526,4
Mean % % % 886 281 422 141 249 209 199 343 88 180 633.9

R5.5: Antesis; MF: Madurez fisiolégica; MC: madurez de cosecha; S-R5.5: Duracion en dias de la etapa siembra-R5.5; R5.5-MF: duracién en dias
de la etapa R5.5-Madurez fisioldgica; R5.5-MC:Duracion en dias de la etapa R5.5-MC;
MF-MC: tiempo de secado a campo; DLL (TT): Duracion de la fase de llenado en tiempo térmico (°C.dia); TMD: temperatura media diaria entre
R5.5-MC; TMmax: temperatura media diaria méxima entre R5-MC; TMmin: T° media diaria minima entre R5-MC;
TmaxA: Temperatura maxima absoluta entre R5.5-MC; TminA: temperatura minima absoluta entre R5.5-MC; PMRD (Mj/m2): promedio de la
radiacion media diaria entre R5.5-MC; RMDA (Mj/m2): Radiacion media diaria acumulada entre R5-PM
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Fig. S. 2. 1. (A) Germinacion final (%) para el genotipo 609 (linea endogdmica) en diferentes
momentos durante almacenaje (DDC) para aquenios (circulos llenos y linea roja) y embriones
(cuadrados vacios y lineas rosas punteadas) a 25°C, y aquenios (circulos llenos y linea azul) y
embriones a 10°C (cuadrados vacios y lineas azul claro punteadas). Las flechas indican el
momento durante la postcosecha en alcanzar el 50% de germinacion final (Tso). (B) Germinacion
final acumulada (%) en funcién del rango térmico de incubacion (10-30°C) a cosecha (0 DDC,
barras blancas), y durante la postcosecha: 30 (barras celestes), 90 (barras azules) y 150 DDC
(barras negras). El corchete color rojo representa el factor de termo inhibicion (FTI) para este
genotipo, observado como una disminucién de la germinacion final a 30°C en comparacion con
el valor maximo de germinacion alcanzado a temperaturas de incubacion mas bajas (10° y 25°C
en el experimento 1y 2 respectivamente).

AAL 1579

Germinacion (%)
soenby

Germminacion (%)

souoLIquIg

R
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Fig. S. 2. 2. Germinacion final de aquenios (fila superior) y embriones (fila inferior) incubados a
10° (cuadrados y lineas azules), 20° (triangulos y lineas violetas) y 30°C (circulos y lineas rojas),
a cosecha (0 DDC) y durante la postcosecha (30, 60 y 90 DDC). Se muestran los diferentes
genotipos probados en el experimento 3 (en columnas AAL, 1579, HA89 y 600). Cada punto
representa la media + EE (n=3).
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Fig. S. 2. 3. Componentes principales de las variables de germinacion, contenido de aceite
(Aceite), peso de aquenio (PA) y tiempo a floracién (TF) en diferentes genotipos estudiados en el
experimento 1 (A) y 2 (B). Cada punto representa un genotipo y los diferentes colores a traves de
grupos asignados a través del analisis de cluster (excluyendo del analisis el genotipo GOR). Los
autovectores desde el origen (flechas negras) representan las variables de estudio.
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Cuadro S. 3. 1. Fenologia y ambiente explorado en los diferentes experimentos (4 y 5). En cada genotipo (tanto parentales como cruzas) se determing la
fecha media de antesis (R5.5), madurez de cosecha, los dias entre siembra a antesis y antesis a madurez de cosecha. En esta ultima etapa (llenado del
aquenio y posterior secado) se detallaron las variables climéticas.

Fecha/ Fase en dias

Geno Siem S- RES. R55- MF. DLL TMD TMmax TMmin TmaxA TminA PRMD RMDA
tipo " R55 MF MC R55. ME  MC MC (TT) e (6 6 (6 (6 (MIm2) (MIm2)

Experimento 4.

2017/2018
10/1 25/1 27/1 16/2 253+ 31,0+ 198+ 25,9 +

HA342 0/17 2/17 /18 /18 76 33 53 20 660,1 3,1 3,7 3,4 37,2 11,7 6,6 853,1

HA342 10/1 23/1 25/1 16/2 251+ 30,8+ 19,6+ 259 +

X609 0/17 2/17 /18 /18 74 33 55 22 672,7 3,0 3,7 3,01 37,2 11,7 6,6 850,9
10/1 31/1 29/1 16/2 250+ 306+ 196= 25,6 +

1579 o/17 2/17 /18 /18 82 29 47 23 5286 3,1 3,7 3,4 37,2 11,7 6,9 576,3

1579x6 10/1 29/1 27/1 16/2 251+ 30,8+ 19,7% 25,8 +

09 o/17 2/17 /18 /18 80 29 49 25 5914 32 3,8 3,4 37,2 11,7 6,7 561,9
18/1 27/1 29/1 16/2 252+ 309+ 198+ 258 +

B123 o/17 2/17 /18 /18 70 33 51 18 6574 3,2 3,8 3,3 37,2 11,7 6,6 855,6

B123x 18/1 27/1 29/1 16/2 252+ 309+ 198+

609 o/17 2/17 /18 /18 70 33 51 18 596,8 3,2 3,8 3,3 37,2 11,7 25,8+6,6 855,6
18/1 25/1 26/1 16/2 253+ 31,0+ 19,7% 259 +

609 0/17 2/17 /18 /18 68 32 53 21 6410 31 3,8 3,4 37,2 11,7 6,6 832,4

609x15 18/1 26/1 27/1 16/2 253+ 31,0+ 199+ 25,8 +

79 0/17 2/17 /18 /18 69 32 52 20 6413 31 3,7 3,4 37,2 11,7 6,6 821,6

609xH 18/1 21/1 22/1 16/2 251+ 30,8+ 19,7% 25,8 +

A342 0/17 2/17 /18 /18 64 32 57 25 6419 322 3,8 3,5 37,2 11,7 6,6 819,6

609xB  18/1 28/1 29/1 16/2 252+ 309+ 19,7% 259 +

123 o/17 2/17 /18 /18 71 32 50 18 636,8 3,2 3,8 3,4 37,2 11,7 6,7 831,4
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Media 14/1 26/1 25/1 16/2 252+ 309+ 197+ 372+ 11,7+ 258+% 785,8 +
+ DE o/17 2/17 /18 /18 72 31 52 21 6268 0,1 0,1 0,1 0,0 0,0 0,1 115,1
Experimento 5:
2018/2019
23/1 29/1/ 28/2 15/3 229+ 278+ 179+% 215+
HA342 1/18 19 /19 /19 67 30 45 15 549,7 3,7 4,3 3,7 35,6 10,5 6,4 692,4
HA342 23/1 29/1/ 28/2 15/3 229+ 278+ 179+ 215+
X609 1/18 19 /19 /19 67 30 45 15 549,7 3,7 4,3 3,7 35,6 10,5 6,4 692,4
15/1 30/1/ 24/2 11/3 230 280+ 178+% 218+
1579 1/18 19 /19 /19 76 25 40 15 4215 =37 4,1 3,8 35,6 10,5 6,0 544,5
1579x6 15/1 30/1/ 24/2 11/3 230+ 280+ 178z 218+
09 1/18 19 /19 /19 76 25 40 15 4215 3,7 4,1 3,8 35,6 10,5 6,0 544,5
29/1 5/2/1 6/3/ 25/3 21,8+ 268+ 17,0=% 20,1
609 1/18 9 19 /19 68 29 48 19 5340 3,9 4,4 4,0 35,6 10,3 6,2 679,0
609xH 29/1 6/2/1 7/3/ 25/3 21,7+ 26,7+ 169% 19,8 +
A342 1/18 9 19 /19 69 29 47 18 5222 4,0 4,5 4,0 35,6 10,3 6,1 640,5
609x15 29/1 6/2/1 7/3/ 25/3 21,7+ 26,7+ 169% 19,8 +
79 1/18 9 19 /19 69 29 47 18 5222 4,0 4,5 4,0 35,6 10,3 6,1 640,5
Media 23/1 1/2/1 1/3/ 18/3 224+ 274+ 175+ 356+ 104+ 208+ 633,4 +
+ DE 1/18 9 19 /19 70 28 45 16 503,0 0,7 0,7 0,5 0 0 0,9 64,5

R5.5: Antesis; MF: Madurez fisiologica; MC: madurez de cosecha; S-R5.5: Duracion en dias de la etapa siembra-R5.5; R5.5-MF:

duracién en dias de la etapa R5.5-Madurez fisioldgica;

R5.5-MC:Duracion en dias de la etapa R5.5-MC; MF-MC: tiempo de secado a campo; DLL (TT): Duracién de la fase de llenado en
tiempo térmico (°C.dia); TMD: temperatura media diaria entre R5.5-MC;

TMmax: temperatura media diaria méxima entre R5-MC; TMmin: T° media diaria minima entre R5-MC; TmaxA: Temperatura maxima
absoluta entre R5.5-MC;

RMDA (Mj/m2): Radiacion media diaria acumulada entre R5-PM; PMRD (Mj/m2): promedio de radiacion media diaria entre R5.5-MC;

TminA: temperatura minima absoluta entre R5.5-MC.
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Fig. S. 3. 1. Dindmicas de peso seco unitario (mg) y contenido de humedad del aquenio (%, en base
peso fresco) en funcion de los dias desde antesis media (R5.5) para los parentales evaluados en el
experimento 4 (panel superior y medio: HA342, 1579. 609 y B123) y 5 (panel inferior: HA342, 1579
y 609). Cada punto representa la media + EE (n=4). EI momento de madurez fisioldgica (linea
punteada sobre el eje de las abscisas) se obtuvo mediante un ajuste bilineal del peso seco del aquenic
(Rondanini et al., 2007).
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Fig. S. 3. 2. Evolucidn de la germinacion final (%) durante el almacenaje postcosecha (en dias desde
cosecha —DDC-) para dos sistemas de cruzas (A, HA342:609; B, 1579:609). Se muestran los
parentales 609, HA342, 1579 e hibridos reciprocos (609xHA342, 609x1579, HA342x609,
1579x609). Se observa la germinacion de aquenios y embriones a dos temperaturas opuestas en el
rango de incubacion (30 y 10°C, panel superior e inferior respectivamente). Los datos corresponden
al experimento 5. Cada punto representa la media + su EE (n=3).
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Fig. S. 3. 3. Respuesta a ABA exdgeno para los parentales y sus cruzas reciprocas. 609, 1579,
HA342, 609x1579, 1579x609 y HA342x609. Germinacion de aquenios y embriones en agua
destilada (0), embriones en soluciones con Fluridone 100 uM (0+F) combinado con ABA 5, 50 (a
30°C, primeras dos filas) y 1, 5 uM (10°C, fila inferior) a cosecha (0 DDC) y en diferentes tiempos
durante la postcosecha (30 y 75 DDC). Los datos corresponden al experimento 5 y cada punto
representa la media + su EE (n=3).
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Fig. S. 3. 4. Respuesta a GAz y etefon exdgeno en los parentales y sus cruzas reciprocas. Genotipos:
609, 1579, HA342, 609x1579, 1579x609 y HA342x609. Germinacion de aquenios en agua destilada,
soluciones con GA 100 uM y Etefon 50 uM a 30°C (primeras dos filas) y 10°C (fila inferior) a
cosecha (0 DDC) y diferentes tiempos durante la postcosecha (30 y 75 DDC). Los datos corresponden
al experimento 5 y cada punto representa la media + su EE (n=3).
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Fig. S. 3. 5. Matriz de correlacion entre variables de dormicion y caracteristicas morfoldgicas del
aquenio. Variables de dormicién: germinacion final a cosecha a 30° (GF.30), tiempo durante lg
postcosecha en alcanzar el 50% de germinacion a 30° y 10° (Ts.30 y Ts0.10), factor de termo-
inhibicion (FTI), respuesta de embriones incubados en ABA a 30° y 10° (ABA.30 y ABA.10).
Variables fisicas del aquenio: largo, ancho y espesor del aquenio, espesor del pericarpio (Esp.Per.) y
parénquima medio (Esp.PM), numero de capas de células del parénquima medio (NCPM), peso de
mil en aquenios (P.Aq.), pepitas o semillas (P.Pep.), pericarpios (P.Per.), relacién pericarpio-pepita
(Per.:Pep). Los recuadros en color azul o rojo indican correlaciones estadisticamente significativas
(p<0.05).
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Fig. S. 3. 6. Germinacion final (%) de embriones para dos sistemas de cruzas (609 y HA342, 609 y
1579) durante el desarrollo avanzado del fruto (26 DDA) a 30°C de incubacion. Los gréficos de la
izquierda muestra germinacion de embriones en agua, Flurocloridona 10 uM y Flurocloridona 10 uM
con ABA 5 uM, los ubicados en la parte central muestran la germinacion de embriones en agua y
giberelinas (GAs 1, 10 y 100 uM), y los de la derecha muestran la germinacion en agua, peréxido de
hidrégeno (H20.) 100 uM y etefon 10 uM. Los datos corresponden al experimento 4 y cada barra
representa la media * su EE (n=4).
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Fig. S. 3. 7. Germinacion final (%) de los tres parentales (609, 1579 y HA342) durante el desarrollo
avanzado del aquenio (27 DDA) incubados a 30°C. El grafico de la izquierda muestra un ensayo de
partes del fruto (aquenios, semillas y embriones), en el centro se muestra sobre embriones en agua,
Fluridone 100 uM y Fluridone 100 uM con ABA 1y 5 uM, y finalmente a la derecha se observa
sobre embriones en agua, GA 10 uM, etefén 10 uM y H,O, 100 uM. Los datos corresponden al
experimento 5 y cada barra representa la media + su EE (n=4).

Aqueniosa10°C Agueniosa30°C
O tado [ Embricn e
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> - 1080 *0s0
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o° g 2
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< c
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0 24 48 0 24
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Fig. S. 3. 8. Contenido enddgeno de ABA para las distintas estructuras del aquenio (embridn,
cubierta seminal -cs- y pericarpio -per-) en seco y en el medio incubacion luego de tiempos de
incubacion a 10 (24, 48 h) y 30°C (24h). Los aquenios corresponden al genotipo 1552 del
experimento 1 del capitulo 2 una vez alcanzados altos valores de germinacion durante el almacenaje
a ambas temperaturas. Se realizaron triplicados de muestras con 10 aquenios enteros, incubados en
cajas de Petri con 4 ml de agua destilada y 1 papel de filtro. Se tom6 una muestra de 0,5 ml del
medio de incubacion de los aquenios, se colocaron en tubos eppendorf y se almacenaron a -80°C.
Se pesaron las cajas de Petri con el volumen remanente y luego las placas secas para estimar el
volumen de agua y la cantidad de ABA total en el medio, y asi calcular el volumen de incubacion
remanente. En las muestras de partes de frutos (pericarpios, cubiertas seminales, y embriones), se
guardo, pesé y molio toda la muestra. Cada barra representa la media + su EE (n=3).
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Cuadro S. 4. 1. Resultados de ANOVA de arreglo factorial para los CH obtenidos durante el
almacenaje en cada uno de los experimentos (6,7,8). Referencia de significancia: 0 ‘***’ 0,001
“k%20,01 “*2 0,05 . 0,1 “’ 1,0.

Valor p
Genotipo DDA CHXTA CH TA
37 0,0177 * - -
1579
. 77 0,084 <0,001*** <0,001***
Experimento 6 20 0,004
600 ’
70 0,95 <0,001*** <0,001***
. 30 0,22 <0,001*** <0,001***
Experimento 7 600
70 0,54 <0,001*** 0,17
Experimento 8 600 30 0,027* - -
30% - 3700A 30" - 7TDDA
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Fig. S. 4. 1. Germinacion final de aquenios almacenados en una atmosfera normal con dos CH
iniciales (6 y 10%) y con sales saturadas (NaCl, K,COs) que alcanzan distintas HRe, a dos TA
contrastantes (5 y 25°C). Se muestran los resultados de germinacion para dos temperaturas de
incubacidn (30 y 10°C) en dos momentos distintos durante el almacenaje (37 y 77 DDA). Cada puntc
representa la media + EE (n=3).
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Fig. S. 4. 2. Porcentaje final de germinacion en funcion de los dias de almacenaje para dos
temperaturas de incubacién (30° -puntos y lineas rojas- y 10°C -cuadrados y lineas azules-). Cada
grafico representa una condicion de almacenaje de contenido hidrico (columnas: 4, 6, 8, 10%) y la
temperatura (filas: -18, 5, 10, 15, 20, 25, 30°C) para el genotipo 600 del experimento 6. Cada punto
representa la media + EE (n=3).
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Fig. S. 4. 3. Porcentaje final de germinacion en funcion de los dias de almacenaje para dos
temperaturas de incubacion (30° -puntos y lineas rojas- y 10°C -cuadrados y lineas azules-). Cada
grafico representa una condicién de almacenaje de contenido hidrico (columnas: 4, 6, 8, 10%) y la
temperatura (filas: -18, 5, 10, 15, 20, 25°C) para el genotipo 1579 del experimento 6. Cada punto
representa la media + EE (n=3).
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Fig. S. 4. 4. Porcentaje final de germinacion en funcion de los dias de almacenaje para dos
temperaturas de incubacidn (25° -puntos y lineas rojas- y 10°C -cuadrados y lineas azules-). Cada
grafico representa una condicion de almacenaje de contenido hidrico (columnas: 4, 6, 8, 10%) y la
temperatura (filas: 5, 10, 15, 20, 25°C) para el genotipo 600 del experimento 7. Cada punto representa

la media = EE (n=3).
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Fig. S. 4. 5. Porcentaje final de germinacion en funcién de los dias de almacenaje para dos
temperaturas de incubacién (25° -puntos y lineas rojas- y 10°C -cuadrados y lineas azules-). Cada
grafico representa una condicion de almacenaje de contenido hidrico (columnas: 4, 6, 8, 10%) y la
temperatura (filas: -18, 5, 10, 15, 20, 25°C) para el genotipo 600 del experimento 8. Cada punto
representa la media + E.E. (n=3).
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Fig. S. 4. 6. (A) Humedad relativa de equilibrio (HRe) medida durante el almacenaje (h) en muestras
con distintos CH (=4-11%) durante sucesivas TA (-18°, +5,10,15,20,25,30°C). El lapso de medicion
de HRy TA fue de 1 h. (B) Curva de adsorcién para el genotipo 600, se muestra el CH en base PS de
los aquenios en funcion de la HRe para distintas TA (en lineas: -18°, +5, 10, 15, 20, 25 y 30°C),
ajustando modelos polinémicos de grado tres. (C) Van't hoff plot, logaritmo natural del cociente de
HR/100 (o aw) en funcion de la inversa de la TA en °Kelvin. 1000 para cada CH (o isocoras: 4, 6, 8,
10%), donde la pendiente representa la entalpia de sorcion aparente. (D) Modelo de TSDR (para
incubaciones a 25 y 10°C) y TDR en funcion (para TA de 5-25°C) del yw de los tratamientos de
almacenaje (CHXTA).

i L

Imagen S. 4. 1. (A) Plantulas crecidas en cdmara de los tratamientos de almacenaje (B, C, D, E)
Tincidn de semillas en tetrazolio de los tratamientos de almacenaje de 4, 6, 8% a 5°C y 10% a 15°C.
Los tratamientos corresponden a un almacenaje de 7 meses del experimento 6.
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Imagen S. 4. 2. (A) Genotipos en estado R3-R4. (B, C) Tubos de vidrio donde se almacenaron los
frutos de cada tratamiento. (D, E) Medicién de los niveles de O2 dentro de los frascos luego del
almacenaje. (F, G) Frascos de vidrio con cierre hermético con los correspondientes sensores de HR

y temperatura dentro de los mismos.
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Fig. S. 4. 7. (A) Heatmap y (B) biplot obtenidos utilizando variables de dormicion (TSDR, GE, GA,
G.ABA -respuesta a los 70 DDA-) e indicadores de deterioro (TDR, consumo de O, CE -exp. 6-)
para los tratamientos de almacenaje del experimento 7.



