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presentan datos medios de contenido de ABA (£EE, n=3). Se indica la diferencia significativa de
los contenidos de ABA entre FS, tiempos de incubacion y solucidn, con letras diferentes, cuando
la interaccion entre estos tres factores fue significativa (16/17: p-valor=0.045; 17/8: p-
valor=0.011). El andlisis se realizé por afio. En todos los casos se indica la media (£EE, n=3) de
germinacion final (G!) de embriones, luego de 15 dias de incubacion, junto con la diferencia
significativa (16/17: p-valor=0.020; 17/18: p-valor=0.018).........ccceserurrirrerrerirenerienieieeeeeiene 71
Cuadro 4. 1. Valores medios (+DE) de las variables térmicas registradas entre R6-MC, segin FS
y tratamiento térmico. Abreviaturas: TMd (°C): Temperatura Media diaria, en °C; TMMxd (°C):
Temperatura Media Mé&xima diaria, en °C; TMMnd (°C): Temperatura Media Minima diaria, en
°C; HRMd (%): Humedad Relativa Media diaria, 8N %0. ........cceccevireeveseeierieeereseee e 98
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Cuadro 4. 2. Contenido endégeno de ABA (pg ABA mg PS?) en ejes embrionarios provenientes
de frutos de 25% de humedad, incubados en agua destilada y F100 a 25°C, segln FS y tratamiento
térmico, del experimento Il1. El contenido de ABA se midié en dos momentos: al comienzo y a
las 24 horas de incubacion. En este Ultimo momento se estimo la sintesis de ABA de novo. Se
presentan datos medios de contenido de ABA (xEE, n=3). Se realizaron dos analisis de varianza,
por momento (antes y a las 24 de incubacion*), con su correspondiente test de Tukey. En todos
los casos se indica la media (£EE, n=3) de germinacion final embriones (GE!), luego de 15 dias
de incubacidn, junto con la diferencia significativa (embriones: p-valor=0.004)..................... 105
Cuadro 4. 3. Valores medios (DE) de las variables térmicas registradas desde R6-MC, antes
(R6-MF) o después de la transferencia (MF-MC) de macetas, del experimento IV. Letras
diferentes indican diferencias significativas entre medias de temperaturas (a=0.05). Antes de la
transferencia: p-valor Temperatura media diaria (TMd)<0.001; p-valor Temperatura media diaria
méxima (TMMxd)<0.001; p-valor Temperatura media diaria minima (TMMnd)=0.153. Después
de la transferencia: p-valor Temperatura media diaria<0.001; p-valor Temperatura media diaria
maxima<0.001; p-valor Temperatura media diaria minima=0.082). Abreviaturas: TMd (°C):
Temperatura Media diaria, en °C; TMMxd (°C): Temperatura Media Maxima diaria, en °C;
TMMnd (°C): Temperatura Media Minima diaria, €n °C.........cccceevevineeceneeeeeeeere e 110
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interpolacion lineal (ver seccidn 2.2.4. Andlisis estadistico). Tres zonas fueron marcadas segun el
rendimiento y el nivel de dormicién. Estos datos corresponden al Experimento Il.................... 50
Fig. 3. 1. Evolucion del peso seco unitario del fruto (mg) en funcion de los dias desde antesis
(R5.5) para el genotipo 1552 evaluado en las campafias 16/17 (A), 17/18 (B) y 18/19 (C) y para
el genotipo 1579 evaluado en 17/18 (D) y 18/19 (E). Las lineas rojas representan las FS tempranas
y las azules, las FS tardias. Los puntos indican el promedio de peso seco (+EE, n=3). Cuando las
lineas de error no se muestran, el valor del EE de la media es menor que el tamafio del simbolo.
Las cosechas de las FS tempranas y tardias ocurrieron, segun genotipos y afos: 13 de eneroy 3
de mayo para 1552 en 16/17; 7 de febrero y 6 de mayo para 1552 en 17/18; 26 de enero y 17 de
mayo para 1552 en 18/19; 21 de febrero y 8 de mayo para 1579 en 17/18; y 7 de febrero y 17 de
MAaYO PAra 1579 €N 18719, ..o e 64
Fig. 3. 2. Evolucidn de la humedad del fruto (%) en funcion de los dias desde antesis (R5.5) para
el genotipo 1552 evaluado en las campafias 16/17 (A), 17/18 (B) y 18/19 (C) y para el genotipo
1579 evaluado en 17/18 (D) y 18/19 (E). Las lineas rojas representan las FS tempranas y las azules
las FS tardias. Los puntos indican el promedio del porcentaje de humedad (xEE, n=3). Cuando
las lineas de error no se muestran, el valor del EE de la media es menor que el tamafio del simbolo.
Se ajustd un modelo lineal a los datos de humedad de las FS tempranas (excepto en B) y un
modelo bilineal a las FS tardias. Las tasas de secado de ambas FS se encuentran en el Cuadro
S3.3. Para cada caso, se resalta el contenido de humedad promedio (xEE, n=3) de los frutos al
MOMENEO U8 IMIF . ...ttt et e st et e besreeaente e e e steeneesbenreenee e 65
Fig. 3. 3. Porcentaje final de germinacion de embriones en desarrollo del genotipo 1552,
incubados a 25°C, segun el medio de incubacion (agua, GAs 50uM o etefén 10uM) y afio
evaluado. FS tempranas se indican en rojo, y las FS tardias, en azul. Cuando la incubacion se
realiz en agua, las lineas son punteadas y si en el medio de incubacion se incluyd GAs o etefon,
las lineas son llenas. Los puntos indican el promedio de germinacion (xEE, n=3). Cuando las
lineas de error no se muestran, el valor del EE de la media es menor que el tamafio del simbolo.
Las lineas negras indican el momento de MF..........ccoooiiiiiiien e 66
Fig. 3. 4. Porcentaje final de germinacion de embriones en desarrollo del genotipo 1579,
incubados a 25°C, segun el medio de incubacion (agua, GAs 50uM o etefén 10uM) y afio
evaluado. FS tempranas se indican en rojo, y las FS tardias, en azul. Cuando la incubacién se
realizé en agua, las lineas son punteadas y si en el medio de incubacion se incluyé GAs o etefon,
las lineas son llenas. Los puntos indican el promedio de germinacion (xEE, n=3). Cuando las
lineas de error no se muestran, el valor del EE de la media es menor que el tamafio del simbolo.
Las lineas negras indican el momento de MF..........ccooiiiicii i 67
Fig. 3. 5. Porcentaje final de germinacion de embriones, incubados a 25°C, en funcién de la
concentracion de ABA, segln FS 'y genotipo (1552, Ay B; 1579, C y D), provenientes de frutos
en desarrollo con un 40% y 25% de humedad. Los puntos rojos representan a las FS tempranas,
y los azules a las FS tardias. Los puntos indican el promedio de germinacién (xEE, n=3). Cuando
las lineas de error no se muestran, el valor del EE de la media es menor que el tamafio del simbolo.
Los puntos que se muestran como x=0 estan graficados como x=0.01, y representan a embriones
INCUDAAOS BN FLO0. ..ot ettt b et sttt et neeneene e 68
Fig. 3. 6. Ay B. Contenido endbgeno de ABA (pg ABA mg PS™) en funcién del porcentaje de
humedad de frutos en embriones enteros (genotipo 1552) y ejes embrionarios (genotipo 1579)
extraidos de frutos provenientes de FS tempranas (lineas rojas) y FS tardias (lineas azules). Cy
D. Contenido enddgeno de ABA hacia el final del desarrollo, para ambos genotipos. Los puntos
indican la media del contenido endégeno de ABA y de germinacion de embriones (£EE, n=3).
Cuando las lineas de error no se muestran, el valor del EE de la media es menor que el tamafio
del simbolo. Las flechas en los paneles A'y B indican la MF y la MC en ambos genotipos. En el
caso del 1552, los valores de humedad a MF son similares (47.2 y 48.0 para la FS Temprana y
Tardia, respectivamente). La cosecha ocurrié en ambos genotipos y FS con una humedad de los
FIULOS CEICANA A 1100, ..eive ettt ettt be e s be e sbe e s ae e sabe s be e beesbeesteesbeeenbeenbeebeens 70
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Fig. 3. 7. Contenido enddgeno de ABA (pg ABA mg PS™?) en funcién de las horas de incubacién
en ejes embrionarios del genotipo 1579 (17/18) extraidos de frutos en desarrollo (35% de
humedad) provenientes de FS tempranas (puntos y lineas rojas) y tardias (puntos y lineas azules),
incubados en agua destilada. Se presentan datos medios de contenido de ABA (xEE, n=3).
Cuando las lineas de error no se muestran, el valor del EE de la media es menor que el tamafio
del simbolo. Las flechas negras indican el comienzo de la germinacién de embriones para cada
FS. Asimismo, se indica el valor promedio de germinacién (G!) de embriones (xEE, n=3) luego
de 15 dias de INCUDACION. ......cc.eiviiiieieise sttt ettt ens 72
Fig. 3. 8. Porcentaje final de germinacion de frutos, semillas y embriones a cosecha, incubados a
10y 25°C, segun FS, genotipo y afio. Las barras llenas, con barras diagonales y vacias indican la
germinacion de frutos, semilla o embriones, respectivamente. Las barras rojas representan a las
FS tempranas y las azules, a las FS tardias. Las barras indican el promedio de germinacion (EE,
i ) RSSO 73
Fig. 3. 9. Porcentaje final de germinacion de frutos (A, By C), semillas (D y E) y embriones (F,
G y H) del genotipo 1552 en funcion de los dias desde el almacenaje post-cosecha, incubados en
agua destilada, segln FS y temperatura de incubacion. Las lineas y puntos rojos representan a las
FS tempranas y, los azules, a las FS tardias. Las lineas punteadas indican que la incubacién de las
estructuras del fruto se realizdé a 10°C, mientras que las llenas, a una incubacion de 25°C. Los
puntos indican la media de germinacién (xEE, n=3). Cuando las lineas de error no se muestran,
el valor del EE de la media es menor que el tamafio del SImbolo. ... 75
Fig. 3. 10. Porcentaje final de germinacion de frutos (A y B), semillas (C) y embriones (D y E)
del genotipo 1579 en funcion de los dias desde el almacenaje post-cosecha, incubados en agua
destilada, segun FS y temperatura de incubacion. Las lineas y puntos rojos representan a las FS
tempranas vy, los azules, a las FS tardias. Las lineas punteadas indican que la incubacion de las
estructuras del fruto se realizdé a 10°C, mientras que las llenas, a una incubacion de 25°C. Los
puntos indican la media de germinacion (xEE, n=3). Cuando las lineas de error no se muestran,
el valor del EE de la media es menor que el tamafio del Simbolo. ... 76
Fig. 3. 11. Porcentaje final de germinacién de embriones del genotipo 1552 incubados a 25°C en
funcion de la concentracion de ABA, para diferentes momentos durante el almacenaje post-
cosecha (DdAP), seguin FS y afio. Los puntos rojos representan a las FS tempranas y los azules, a
las FS tardias. Los puntos indican la media de germinacion (xEE, n=3). Cuando las lineas de error
no se muestran, el valor del EE de la media es menor que el tamafio del simbolo. Los puntos que
se muestran como x=0 estan graficados como x=0.01, y representan a embriones incubados en

Fig. 3. 12. Porcentaje final de germinacion de embriones del genotipo 1579 incubados a 25°C en
funcion de la concentracion de ABA, para diferentes momentos durante el almacenaje post-
cosecha (DdAP), seguin FS y afio. Los puntos rojos representan a las FS tempranas y los azules, a
las FS tardias. Los puntos indican la media de germinacion (xEE, n=3). Cuando las lineas de error
no se muestran, el valor del EE de la media es menor que el tamafio del simbolo. Los puntos que
se muestran como x=0 estan graficados como x=0.01, y representan a embriones incubados en

Fig. 3. 14. Porcentaje final de germinacién de embriones de 40 dias de almacenaje post-cosecha
incubados a 25°C en condiciones crecientes de ABA, bajo concentraciones de O contrastantes:
21%0; (lineas llenas) y 3%0:; (lineas punteadas), segun FS (rojo: tempranas; azul: tardias). Los
puntos indican la media de germinacién (xEE, n=3). Cuando las lineas de error no se muestran,
el valor del EE de la media es menor que el tamafio del simbolo. Los puntos que se muestran
como x=0 estan graficados como x=0.01, y representan a embriones incubados en agua destilada.

Fig. 3. 13. Porcentaje final de germinacion de frutos y semillas del genotipo 1552 y 1579
incubados a 25°C en agua destilada bajo concentraciones de O, contrastantes: 21%0; y 3%0..
Las barras rojas representan a las FS tempranas y las azules, a las FS tardias. Las barras llenas
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indican que la incubacidn se realizé en una atmosfera de 21%, mientras que las barras con lineas
horizontales, a una incubacion de 3%0,. Para ambos genotipos, el ensayo se realizé a los 120 dias
de almacenaje post-cosecha, durante la campafia 17/18. Las barras indican el promedio de
germinacion (£EE, n=3). Se indica la diferencia significativa del porcentaje de germinacion (por
estructura evaluada) segun FS y concentracion de O, segln la significancia del test de Kruskal—
Wallis (1552 frutos: p-valor=0.204; 1552 semillas: p-valor=0.032; 1579 frutos: p-valor=0.006;
1579 semillas: p-valor=0.059). .......ccoiiiiieiiiiiie et 79
Fig. 3. 15. Corte histolégico del pericarpo del tercio medio del capitulo de los genotipos de girasol
1552 y 1579 provenientes de FS temprana (A) y tardia (B), del afio 18/19. Las referencias de las
iméagenes indican: ep: epidermis, cn: capa negra, es: esclerénquima, rp: radio parenguimatico, cpi:
capa de parénquima interna, cpa: capa de parénquima aplastada, cs: cubierta seminal
(endosperma), emb: embrién. Escala = 50um. (C) Espesor del pericarpo (um) de FS tempranas
(barras rojas) y tardias (azules) para ambos genotipos. Las barras indican el promedio de espesor
del PericarpO (FEE, NT3). .o 81
Fig. 3. 16. Porcentaje de germinacion de embriones, provenientes de frutos a los 40 dias de
almacenaje post-cosecha, en funcién de los dias de incubacién segin FS (Temprana en rojo y
Tardia en azul), para el afio 18/19. Las lineas llenas indican que la incubacion se llevé a cabo en
agua destilada, mientras que las lineas punteadas, a una incubacién en PEG6000 que genera un
potencial osmotico de -1.5MPa. Los puntos indican el promedio de germinacion (xEE, n=3).
Cuando las lineas de error no se muestran, el valor del EE de la media es menor que el tamafio
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Fig. 4. 1. Estadios iniciales del cultivo en 1as Macetas. ...........ccccevereiieiiniininiseseeceeee 92
Fig. 4. 2. Cultivo en distintas etapas de pre antesis y antesis. Se puede observar cémo las macetas
se encuentran equidistantes entre si, para asegurar una competencia interplanta uniforme. ...... 92

Fig. 4. 3. Plantas en el invernaculo. En el techo, se observa el sensor de temperatura y humedad
relativa (HOBO InTemp Temp/Relative Humidity Data Logger—CX450), que registré datos de
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Fig. 4. 4. Plantas control, fuera del invernaculo. Sensores portatiles registran datos de temperatura
horaria (DAT-10, Datalloger de temperatura y humedad, Schwyz, China). ...........cccccccevvvnnnnnn 94

Fig. 4. 5. Evolucion del peso seco unitario del fruto (mg) en funcion de los dias desde antesis
(R5.5) seglin FS (Temprana o Tardia) y tratamiento térmico (Control o +T), del experimento Il1.
Los puntos y lineas negras representan al tratamiento control, mientras que los puntos y lineas
rojas, al tratamiento +T. Los puntos representan datos promedio del peso seco (xEE, n=3).
Cuando las lineas de error no se muestran, el valor del EE de la media es menor que el tamafio
del simbolo. Las fechas de cosecha para cada FS y tratamiento térmico fueron: FSTe-C:
20/1/2019; FSTe-T: 20/1/2019; FSTa-C: 1/5/2019; FSTa-T: 1/5/2019. Las flechas indican el
momento en el que comenzod el tratamiento tErmico (R6). .......ccoovverieeinensiiec e 99
Fig. 4. 6. Evolucion de la humedad del fruto (%) en funcion de los dias desde antesis (R5.5) segln
FS (Temprana o Tardia) y tratamiento térmico (Control o +T), del experimento Ill. Los puntos y
lineas negras representan al tratamiento control, mientras que los puntos y lineas rojas, al
tratamiento +T. Los puntos indican el promedio del porcentaje de humedad (£EE, n=3). Cuando
las lineas de error no se muestran, el valor del EE de la media es menor que el tamafio del simbolo.
Se ajustd un modelo lineal a los datos de humedad de las FSTe—T y modelos bilineales para FSTe—
C, FSTa-C y FSTa-T. Las tasas de secado de ambas FS se encuentran en el Cuadro S4.3 Para
cada caso, se resalta el contenido de humedad promedio (xEE, n=3) de los frutos al momento de
VI e et e e — e — e b e e e e — e e e e et e e e et e e e e nnrareeaanraes 100
Fig. 4. 7. Porcentaje final de germinacion de embriones, incubados a 25°C, segun FSy tratamiento
térmico, provenientes de frutos en desarrollo con un 40% y 25% de humedad, del experimento
I1l. Se exhibe la respuesta germinativa en diferentes medios de incubacion: agua (lineas
punteadas), F100, GAs 50uM vy etefon 10uM (lineas llenas). Los puntos y lineas negras
representan al tratamiento control, mientras que los puntos y lineas rojas, al tratamiento +T. Los
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puntos indican el promedio de germinacion (xEE, n=3). Cuando las lineas de error no se muestran,
el valor del EE de la media es menor gque el tamafio del simbolo. ..o, 102
Fig. 4. 8. Porcentaje final de germinacion de embriones, incubados a 25°C, en funcién de la
concentracion de ABA, segln FS'y tratamiento térmico, provenientes de frutos en desarrollo con
un 40% y 25% de humedad, del experimento Ill. Los puntos y lineas negras representan al
tratamiento control, mientras que los puntos y lineas rojas, al tratamiento +T. Los puntos indican
el promedio de germinacion (£EE, n=3). Cuando las lineas de error no se muestran, el valor del
EE de la media es menor que el tamafio del Simbolo. ..., 103
Fig. 4. 9. Contenido enddgeno de ABA (pg ABA mg PS™?) en funcion del porcentaje de humedad
de frutos en ejes embrionarios extraidos de frutos provenientes de los tratamientos de FS y
temperatura, del experimento Ill. Los puntos y lineas negras representan al tratamiento control,
mientras que los puntos y lineas rojas, al tratamiento +T. Los puntos indican la media del
contenido enddgeno de ABA (xEE, n=3). Cuando las lineas de error no se muestran, el valor del
EE de la media es menor que el tamafio del simbolo. El asterisco en la FS temprana indica que
hay diferencia significativa en los contenidos de ABA a cosecha entre tratamientos térmicos (p-
valor=0.016). La MF de los frutos ocurrié con los siguientes porcentajes de humedad, segin FS
y tratamiento térmico: FSTe—-C 44.2%; FSTe-T 46.5%; FSTa—C 45.7%; FSTa-T 46.7%. .....104
Fig. 4. 10. Porcentaje final de germinacién de frutos y embriones a cosecha, incubados a 25°C,
segun FS y tratamiento térmico, del experimento I1l. Las barras llenas indican la FS temprana,
mientras que las que contienen lineas diagonales, representan la FS tardia; las barras negras
indican al tratamiento control y las rojas, al tratamiento +T. Las barras indican el promedio de
germinacion (£EE, n=3). Se indica la diferencia significativa del porcentaje de germinacion (por
estructura evaluada) con letras diferentes, cuando la interaccion entre FS y tratamiento térmico
fue significativa, segin el test de Kruskal-Wallis (frutos: p-valor=0.026; embriones: p-
VAIOIZ0.022). ..ot r e E e a e nbeere e besreer e reaneenrn 106
Fig. 4. 11. Porcentaje final de germinacién de frutos (A y C) y embriones (B y D) en funcién de
los dias desde el almacenaje post-cosecha, incubados en agua destilada, segun FS y tratamiento
térmico, del experimento Ill. Las lineas y puntos grises representan al tratamiento control
incubado a 10°C, las lineas y puntos rosas, al tratamiento +T a 10°C, las negras, al tratamiento
control a 25°C y las rojas, al +T a 25°C. Los puntos indican la media de germinacion (+EE, n=3).
Cuando las lineas de error no se muestran, el valor del EE de la media es menor que el tamafio
(0= IS T ] oo o TSRS 107
Fig. 4. 12. Porcentaje final de germinacién de embriones incubados a 25°C en funcion de la
concentracién de ABA, para diferentes momentos durante el almacenaje post-cosecha (DdAP),
segun FS'y tratamiento térmico, del experimento I11. Los puntos negros representan al tratamiento
control y los rojos, al tratamiento +T. Los puntos indican la media de germinacion (xEE, n=3).
Cuando las lineas de error no se muestran, el valor del EE de la media es menor que el tamafio
del simbolo. Los puntos que se muestran como x=0 estan graficados como x=0.01, y representan
a embriones INCUDAdOS €N FLOO. .......c.ciiiiiieriese ettt eneeneas 108
Fig. 4. 13. Porcentaje final de germinacién de embriones de 40 dias de almacenaje post-cosecha
incubados a 25°C en condiciones crecientes de ABA, bajo concentraciones de O contrastantes:
21%0, (lineas llenas) y 3%0; (lineas punteadas), segin FS y tratamiento térmico, del
experimento I1. Lineas y puntos negros indican al tratamiento control, mientras que los rojos, al
tratamiento +T. Los puntos indican la media de germinacion (+EE, n=3). Cuando las lineas de
error no se muestran, el valor del EE de la media es menor que el tamafio del simbolo. Los puntos
que se muestran como x=0 estan graficados como x=0.01, y representan a embriones incubados
BN AQUA AESTHATA. ..o et 109
Fig. 4. 14. A. Porcentaje final de germinacion de frutos y embriones a cosecha, incubados a 25°C,
segun tratamiento térmico, del experimento 1V. Las barras indican el promedio de germinacion
(xEE, n=3). Se indica la diferencia significativa del porcentaje de germinacion (por estructura
evaluada) con letras diferentes, segun el test de Kruskal-Wallis (frutos: p-valor=0.034;
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embriones: p-valor=0.047). B. Porcentaje final de germinacion de frutos en funcién de los dias
desde el almacenaje post-cosecha, incubados a 25°C en agua destilada, segun tratamiento térmico.
Los puntos indican la media de germinacion (xEE, n=3). Cuando las lineas de error no se
muestran, el valor del EE de la media es menor que el tamafio del simbolo. ...........cccccceeuenes 111
Fig. 4. 15. Porcentaje final de germinacion de embriones incubados a 25°C en funcion de la
concentracion de ABA, para diferentes momentos durante el almacenaje post-cosecha (DdAP),
segun tratamiento térmico, del experimento IV. Los puntos indican la media de germinacion
(xEE, n=3). Cuando las lineas de error no se muestran, el valor del EE de la media es menor que
el tamafio del simbolo. Los puntos que se muestran como x=0 estan graficados como x=0.01, y

representan a embriones incubados en FLO0..........cccociiiieiiiieiiie e 111
Fig. 5. 1. Fotos del tratamiento Defoliado. A) Cercano a cosecha. Desgranado. B) Remocion del
50% de los frutos; C) Remocidn de los frutos de los tercios periférico e interior. .................. 123

Fig. 5. 2. Evolucion del peso seco unitario del fruto (mg) en funcion de los dias desde antesis
(R5.5) para los distintos experimentos y tratamientos de FD. Las lineas rojas representan los
tratamientos Control y Raleo; las lineas verdes los tratamientos Defoliado y AD; las lineas negras,
los tratamientos Desgranado y BD, y las azules, el tratamiento Sombreo. Los puntos representan
datos promedio del peso seco (xEE, n=3). Cuando las lineas de error no se muestran, el valor del
EE de la media es menor que el tamafio del simbolo. Las fechas de cosecha para cada experimento
y tratamiento fueron: E1(1552): Control: 7/2/2018; Defoliado: 26/1/2018; Sombreo: 2/2/2018;
Desgranado: 7/2/2018; E2(1579): Control: 20/2/2018; Defoliado: 8/2/2018; Desgranado:
20/2/2018; E3(1579): Control: 10/2/2019; Defoliado: 31/1/2019; Desgranado: 10/2/2019;
E4(1579): para los tres tratamientos, la cosecha se realiz0 el 9/3/2019............ccocovveivennenns 129
Fig. 5. 3. Evolucion de la humedad del fruto (%) en funcién de los dias desde antesis (R5.5) para
los para los experimentos de FD. Las lineas rojas representan los tratamientos Control y Raleo las
lineas verdes los tratamientos Defoliado y AD; las lineas negras, los tratamientos Desgranado y
BD; vy las azules, el tratamiento Sombreo. Los puntos representan datos promedio de humedad
del fruto (xEE, n=3). Cuando las lineas de error no se muestran, el valor del EE de la media es
menor que el tamafio del simbolo. En cada uno de los experimentos, se muestran los valores
promedio de humedad del fruto cuando el mismo alcanzd la MF. ...........c.ccccovvvvevencccienee, 130
Fig. 5. 4. Porcentaje final de germinacion de embriones incubados a 25°C provenientes de frutos
en desarrollo con un 40% de humedad en E1 (1552) y E3 (1579). Los embriones fueron incubados
en los siguientes medios: agua (gris), F100 combinado con soluciones de ABA con
concentraciones crecientes (gama de colores rojo, naranja y amarillo), concentraciones crecientes
de GAs (gama de colores azules) y etefén (gama de colores verdes). Las barras indican el
promedio de germinacion (xEE, n=3). Se indica la diferencia significativa del porcentaje de
germinacion (por genotipo) con letras diferentes, cuando la interaccion entre los tratamientos de
FD y concentracion de hormonas fue significativa. El analisis se realiz6 segun el test de Kruskal—
Wallis (en cada panel se exhibe el p-valor de la interaccion entre FD*concentracién de hormonas).
.................................................................................................................................................. 132
Fig. 5. 5. Contenido enddgeno de ABA (pg ABA mg PS?) en ejes embrionarios en funcion del
porcentaje de humedad de los frutos (A) y en funcién del tiempo de incubacién en agua en frutos
inmaduros con 40% de humedad (B) para los tres tratamientos de FD (Defoliado en verde, Control
en rojo y Desgranado en negro) del E3 (1579). Los puntos indican la media del contenido
enddgeno de ABA (£EE, n=3). Cuando las lineas de error no se muestran, el valor del EE de la
media es menor que el tamafio del simbolo. El asterisco en la figura A indica que las diferencias
entre tratamientos de FD sobre el contenido de ABA a MC (11% de humedad del fruto) fue
significativo (p-valor<0.001). En la figura B se indica el valor promedio de germinacién (G!) de
embriones (xEE, n=3) luego de 15 dias de inCUbACION. .........cccooerverieieieieisese e 135
Fig. 5. 6. Porcentaje final de germinacién de frutos, semillas y embriones a cosecha incubados a
25°C en agua destilada, provenientes de los diferentes experimentos de FD (E1 1552; E2, E3 y
E4 1579). Las barras llenas indican la germinacion de los frutos enteros, las barras con lineas
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diagonales blancas, las semillas y las barras vacias, los embriones. El color verde representa el
tratamiento Defoliado o de AD; el color rojo, el tratamiento Control o Raleo; el color negro, el
Desgranado o de BD y el color azul, el tratamiento Sombreo. Las barras indican el promedio de
germinacion (£EE, n=3). Se indica la diferencia significativa del porcentaje de germinacion (por
experimento y estructura) entre tratamientos de FD con letras diferentes, segun la significancia
del test de Kruskal-Wallis (E1[1552] frutos: p-valor= 0.159; E1[1552] semillas: p-valor= 0.004;
E1[1552] embriones: p-valor= 0.667; E2[1579] frutos: p-valor= 0.043; E2[1579] semillas: p-
valor= 0.044; E2[1579] embriones: p-valor= 0.004; E3[1579] frutos: p-valor=0.036; E3[1579]
embriones: p-valor=0.004; E4[1579] frutos: p-valor=0.014; E4[1579] embriones: p-valor=0.829).

Fig. 5. 7. Porcentaje final de germinacion de frutos, semillas y embriones del genotipo 1552 (E1)
incubados a 10°C (panel superior) y 25°C (panel inferior) en funcion de los dias desde el
almacenaje post-cosecha provenientes de los tratamientos de FD. Las lineas rojas representan al
tratamiento Control, las verdes, al tratamiento Defoliado, las azules, al Sombreo y las negras, al
Desgranado. Los puntos indican la media de germinacion (xEE, n=3). Cuando las lineas de error
no se muestran, el valor del EE de la media es menor gque el tamafio del simbolo. .................. 137
Fig. 5. 8. Porcentaje final de germinacion de frutos, semillas y embriones del genotipo 1579 (E2)
incubados a 10°C (panel superior) y 25°C (panel inferior) en funcion de los dias desde el
almacenaje post-cosecha provenientes de los tratamientos de FD. Las lineas rojas representan al
tratamiento Control, las verdes, al tratamiento Defoliado y las negras, al Desgranado. Los puntos
indican la media de germinacion (xEE, n=3). Cuando las lineas de error no se muestran, el valor
del EE de la media es menor que el tamafio del SImboI0. .........ccccoevevieieiiciiiic e 138
Fig. 5. 9. Porcentaje final de germinacion de frutos y embriones del genotipo 1579 (E3) incubados
a 10°C (panel superior) y 25°C (panel inferior) en funcion de los dias desde el almacenaje post-
cosecha provenientes de los tratamientos de FD. Las lineas rojas representan al tratamiento
Control, las verdes, al tratamiento Defoliado y las negras, al Desgranado. Los puntos indican la
media de germinacion (xEE, n=3). Cuando las lineas de error no se muestran, el valor del EE de
la media es menor que el tamafio del SIMBOIO. ..o 139
Fig. 5. 10. Porcentaje final de germinacion de frutos y embriones del genotipo 1579 (E4)
incubados a 10°C (panel superior) y 25°C (panel inferior) en funcion de los dias desde el
almacenaje post-cosecha. Las lineas rojas representan al tratamiento Raleo, las verdes, al
tratamiento AD y las negras, al tratamiento BD. Los puntos indican la media de germinacion
(xEE, n=3). Cuando las lineas de error no se muestran, el valor del EE de la media es menor que
el tamafio del SIMDOIO0. ........coiiee e 140
Fig. 5. 11. Porcentaje final de germinacion de embriones incubados a 25°C en funcion de la
concentracion de ABA, para diferentes momentos durante el almacenaje post-cosecha (DdAP),
para los distintos experimentos de FD (E1 1552; E2, E3 y E4 1579). Los puntos rojos representan
al tratamiento Control y Raleo, los verdes, al tratamiento Defoliado y AD, los azules, al Sombreo
y los negros, al Desgranado y BD. Los puntos indican la media de germinacién (xEE, n=3).
Cuando las lineas de error no se muestran, el valor del EE de la media es menor que el tamafio
del simbolo. Los puntos que se muestran como x=0 estan graficados como x=0.01, y representan
a embriones INCUDAdOS €N FLOO. .......cc.oiiiiiierieie ettt eneeneas 141
Fig. 5. 12. Porcentaje final de germinacién de frutos, semillas y embriones, seglin corresponda,
incubados a 25°C en agua destilada bajo concentraciones de O, contrastantes: 21%0; y 3%0..
Las barras verdes representan al tratamiento Defoliado, las rojas, al tratamiento Control, las
negras, al Desgranado y las azules, al Sombreo. Para los E1(1552) y E2(1579), el ensayo se realiz6
a los 120 dias de almacenaje post-cosecha, mientras que, para el E3(1579), a los 100 dias. Las
barras indican el promedio de germinacion (xEE, n=3). Se indica la diferencia significativa del
porcentaje de germinacion (por experimento y estructura) cuando la interaccion entre los
tratamientos FD y las concentraciones de O, fue significativa segln la significancia del test de
Kruskal-Wallis (E1[1552] frutos: p-valor<0.001; E1[1552] semillas: p-valor= 0.023; E2[1579]
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frutos: p-valor=0.003; E2[1579] semillas: p-valor=0.010; E3[1579] frutos: p-valor=0.008;
E3[1579] embriones: p-Valor=0.014)..........ccoviieiiiiieieie et 142
Fig. 5. 13. Porcentaje final de germinacion de embriones incubados a 25°C en agua destilada o en
ABA 5uM, bajo concentraciones de O contrastantes: 21%0; y 3%O,. Las barras grises
representan a un medio de incubacion con agua y a 21%0-; las barras rojas, a un medio con ABA
5uM en 21%0O;; las barras con lineas diagonales grises, agua y 3%0-; y las barras con lineas rojas
diagonales, ABA 5uM y 3%O.. Este ensayo se realiz6 en E3(1579), a los 100 dias de almacenaje
post-cosecha. Las barras indican el promedio de germinacion (xEE, n=3). Se indica la diferencia
significativa del porcentaje de germinacion cuando la interaccidn entre los tratamientos FD, la
concentracion de O, y la concentracion de ABA fue significativa segin la significancia del test
de Kruskal-Wallis (p-valor=0.004). .........ccccuririiriiiieiiise e 143
Fig. 5. 14. Corte histoldgico del pericarpo del tercio medio del capitulo del genotipo 1579 (E3),
para los tratamientos Defoliado, Control y Desgranado. Las referencias de las imagenes indican:
ep: epidermis, hip: hipodermis, cn: capa negra, es: esclerénquima, rp: radio parenquimatico, cpa:
capa de parénguima aplastada, hv: haz vascular, cs: cubierta seminal (endosperma), emb:
EMDBIION. ESCAIA = BOUIM. .eviitii ittt s st et sbeebe e be s re e e e taenresras 144
Fig. 5. 15. Porcentaje de germinacion de embriones, provenientes de frutos a los 40 dias de
almacenaje post-cosecha, en funcion de los dias de incubacion segun tratamiento de FD
(Defoliado en verde, Control en rojo y Desgranado en negro) en el experimento 1579 (E3). Las
lineas llenas y circulos indican que la incubacidn se llevo a cabo en agua destilada, mientras que
las lineas punteadas y cuadrados, a una incubacion en PEG6000 que genera un potencial osmético
de -1.5MPa. Los puntos (circulos y cuadrados) indican el promedio de germinacion (+EE, n=3).
Cuando las lineas de error no se muestran, el valor del EE de la media es menor que el tamafio
Al SIMBDOI0. ... 145
Fig. 5. 16. Relacion entre el nivel de dormicion de frutos incubados a 25°C (T50.F.25) y el peso
de los frutos. Los cuadrados, triangulos, triangulos invertidos y circulos indican al E1(1552),
E2(1579), E3(1579), y E4(1579), respectivamente. El color verde representa al tratamiento
Defoliado y AD, el celeste al Sombreo, el rojo al Control y Raleo y el negro al Desgranado y BD.
Se presentan las ecuaciones lineales significativas (correlaciones lineales con p-valor<0.05),
SEPAradas POI GENOTIPO. ....c..eiuerererieieeteeti sttt sttt ettt ettt b et sb et b bbb e e ene e 149
Fig. 6. 1. Relacion entre el nivel de dormicion de frutos incubados a 25°C medido a través del
tiempo en alcanzar el 50% de germinacién durante el almacenaje a 25°C en seco (T50.F.25) y el
peso de los frutos para ambos genotipos. Los cuadrados indican las FS (rojo para las tempranas y
azul para las tardias), los rombos los ensayos de FS*Tratamiento térmico (FS tempranas simbolos
llenos, FS tardias simbolos vacios; rojo tratamiento de alta temperatura y negro tratamiento
control), los triangulos los tratamientos FD (verde defoliado, rojo control y negro desgranado) y
los circulos los tratamientos de densidad (verde AD, rojo raleo y negro BD)..........cccceerveuenns 157
Fig. 6. 2. Relacion entre la germinacion de frutos y la germinacion de embriones incubados en
dos concentraciones de ABA (10 y 50uM) a 25°C. Se presentan todos los datos de la tesis, desde
la cosecha hasta el ultimo momento del almacenaje post-cosecha evaluado en cada caso. Los
cuadrados indican los experimentos del capitulo 3 (FS), los circulos los del capitulo 4 y los
triangulos los del capitulo 5. Los diferentes colores representan los tratamientos: rojo para FS
tempranas, tratamiento de alta temperatura (capitulo 4) y controles y raleo (capitulo 5); azul para
FS tardias y sombreo; verde para Defoliado y AD; negro para controles de capitulo 4 y
tratamientos de Desgranada y BD. La relacion entre las dos variables fue significativa (p-
Valor<0.05) €N @MDOS CASOS. ......cvveuieriiieeteiiesiesieseieseeteste e sre st sae st e s e e e esestesresbesresbesessesaaneaseas 159
Fig. 6. 3. Modelo conceptual de regulacion ambiental de la dormicién del fruto entero de girasol.
El AM determina cambios en el metabolismo del ABA durante el desarrollo del fruto en la planta
madre que establece la sensibilidad al ABA de los embriones, mecanismo responsable de
mantener el nivel de dormicion del fruto durante el almacenaje post-cosecha. Por otro lado, el
AM determina cambios en el espesor de las cubiertas y podria determinar cambios en las
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propiedades quimicas de las mismas (i.e. polifenoles). Estos cambios podrian afectar el nivel de
hipoxia al que esta expuesto el embridn y su sensibilidad al ABA. ...........cccoveveivcieie i, 161
Fig. 6. 4. Modelo conceptual de la regulacion ambiental de la dormicién del fruto de girasol
derivado de los resultados obtenidos en esta tesis. Se identifican dos momentos: “Desarrollo y
maduracion del fruto en la planta madre” (fondo amarillo) y “Cosecha y Post-cosecha” (fondo
blanco). El sector rojo indica condiciones del AM que determinan un mayor nivel de dormicion
del fruto (FS tempranas, alta temperatura y alta relacién FD durante el desarrollo del fruto en la
planta madre, “AMmapor”), mientras que el sector azul, indica AM que determinan un menor
nivel de dormicion de los frutos (FS tardias, baja temperatura y baja relacion FD, “AMmepor”).
El AM afecta el metabolismo del ABA durante el desarrollo de los frutos y la sefializacion del
ABA. AMwmabor presentan un mayor contenido endégeno de ABA de los embriones y una mayor
sintesis de ABA durante la incubacion de los embriones que determinan una mayor sensibilidad
al ABA de los embriones durante el desarrollo tardio. Esta mayor sensibilidad al ABA de los
embriones es el principal mecanismo responsable del mayor nivel de dormicién de los frutos
provenientes de estos AM a cosecha y durante el almacenaje post-cosecha. En 1os AMmepor, Se
observa el efecto contrario (menor contenido end6geno y sintesis de ABA, menor sensibilidad al
ABA de los embriones durante desarrollo tardio, y frutos con menor nivel de dormicién a cosecha
y durante la post-cosecha). EI AM generd cambios anatémicos en el pericarpo. En AMmapor €l
pericarpo del fruto fue méas ancho, mientras que en los AMwmepor fue més fino. Estos cambios
anatémicos podrian afectar la difusion de O a través del pericarpio y el nivel de hipoxia al que
esta sometido el embrion dentro del fruto. El nivel de hipoxia impuesto por las cubiertas aumenta
la sensibilidad al ABA de los embriones. Este aumento es, a su vez, afectado por el AM, donde
embriones expuestos a AMmabor evidenciaron un mayor aumento en la sensibilidad al ABA en
hipoxia que los embriones expuestos a AMmepor. Los efectos del AM sobre el metabolismo y
sefializacién de ABA de los embriones determinan diferencias en el potencial de crecimiento de
los embriones, donde embriones expuestos a AMwmapor presentaron un menor potencial de
crecimiento que embriones de AMwepor. El asterisco en el tridngulo central sefiala que los efectos
del AM sobre el nivel de dormicién de los frutos dependeran de la variacion de las condiciones
ambientales exploradas por las plantas dadas no solo por la magnitud de la variacion en la FS y/o
densidad de siembra, sino también por la latitud donde se implanten los cultivos. .................. 163
Fig. 6. 5. Esquema conceptual de cambios en el rendimiento por superficie (lineas negras) y en el
nivel de dormicion (linea roja) frente a variaciones en la fecha (linea llena) y densidad de siembra
(ITNEA PUNTEAGA). ..eveeueiiveetie ettt et e st e et e e e sbe et e e besre e e e steeneesbesteebesbeennenns 165
Fig. 6. 6. Relacion entre el tiempo letal 50 (en dias, que representa el tiempo en el que las semillas
pierden la viabilidad) y el nivel de dormicién de frutos incubados a 25°C, por genotipo, para los
tratamientos de FS (18/19, cuadrados, rojo FS temprana, azul FS tardia; capitulo 3), temperatura
(circulos 1552, llenos FS temprana, vacios FS tardia, rojo tratamiento alta temperatura, negro
tratamiento control; capitulo 4) y FD (tridngulos: verde defoliado, rojo control, negro desgranado;
circulos 1579: verde AD, rojo raleo y negro BD; capitulo 5). En el anexo se describe brevemente
la metodologia utilizada para obtener los valores de TL50. La relacion entre las dos variables fue
significativa (p-valor<0.05) en el caso del genotipo 1579. ......ccccccviiiiiciieii i 167
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AM: Ambiente materno

Desarrollo: Etapa de desarrollo y maduracion de los frutos en la planta madre
FS: Fecha de siembra

TMd: Temperatura Media diaria

TMMxd: Temperatura Media Mé&xima diaria

TMMnd: Temperatura Media Minima diaria

Fp: Fotoperiodo medio

RIMd: Radiacion Incidente Media diaria

HRMd: Humedad Relativa Media diaria

CRA: Contenido relativo de agua

FSTe-C: Tratamiento “FS Temprana—Control” (capitulo 4, experimento I)
FSTe-T: Tratamiento “FS Temprana—+T" (capitulo 4, experimento I)
FSTa—C: Tratamiento “FS Tardia—Control” (capitulo 4, experimento I)
FSTa-T: Tratamiento “FS Tardia—T" (capitulo 4, experimento I)

C—+T: Tratamiento “Control transferido a +T en MF” (capitulo 4, experimento II)
+T—C: Tratamiento “+T transferido a Control en MF” (capitulo 4, experimento II)
FD: Fuente destino

AD: Tratamiento “alta densidad” (capitulo 5)
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ABA: Acido abscisico

GAs: Giberelinas

F100: Fluridone en una concentracion de 100uM

Et: Etefon

ACC: Acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico

GA4: Giberelina 4

O2: oxigeno

CO:g: dioxido de carbono

PEG 6000: Polietilenglicol 6000

FAA: Formaldehido-alcohol-acético
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V4: Aparicién de cuarta hoja verdadera, de mas de 4 cm de longitud (fase vegetativa). Schneiter

y Miller, 1981.
R1: Estrella visible (fase reproductiva). Schneiter y Miller, 1981.

R4: La inflorescencia comienza a abrirse. Se ven las flores liguladas. Schneiter y Miller, 1981.

R5.1: Primera antesis. Schneiter y Miller, 1981.
R5.5: Antesis media. Schneiter y Miller, 1981.

R6: La floracion es completa y las flores liguladas comienzan a marchitarse. Schneiter y Miller,

1981.

MF: Madurez fisiologica

MC: Madurez de cosecha

PN: Poblaciones naturalizadas (capitulo 2)

C: Lineas cultivadas (capitulo 2)

n=3 nimero de repeticiones

ACP: Analisis de los componentes principales

CP1: Componente principal 1

CP2: Componente principal 2

AC: Andlisis de conglomerados

F: Estructura fruto

S: Estructura semilla

E: Estructura embrion

G.F.10: Porcentaje final de germinacion de frutos a cosecha incubados a 10°C
G.F.25: Porcentaje final de germinacion de frutos a cosecha incubados a 25°C
G.E.10: Porcentaje final de germinacion de embriones a cosecha incubados a 10°C
G.E.25: Porcentaje final de germinacion de embriones a cosecha incubados a 25°C
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T50.F.10: Tiempo de almacenaje post-cosecha (en dias) necesario para alcanzar el 50% de
germinacion para frutos incubados a 10°C

T50.F.25: Tiempo de almacenaje post-cosecha (en dias) necesario para alcanzar el 50% de
germinacion para frutos incubados a 25°C

G!: Germinacion final, en porcentaje.

GF!: Germinacidn final de frutos, en porcentaje.

GE!: Germinacion final de embriones, en porcentaje.

D!: Dormicion

DdAP: Dias de almacenaje post-cosecha

DE: Desvio estandar

EE: Error estandar

r Pearson: Coeficiente de correlacion lineal

nd: sin datos

ns: no significativo

a: nivel de significancia

Ti(50): Temperatura del limite inferior

¢ Ti(50): Desviaciones estandar de la temperatura del limite inferior
Ts(50): Temperatura del limite superior

¢ Ts(50): Desviaciones estandar de la temperatura del limite superior

0T (50)(°Ch): Tiempo térmico requerido para que germine el 50% de la poblacion de semillas
6 0T (50): Desviacion estandar del tiempo térmico

Thb: Temperatura base

R?: Coeficiente de determinacion

%: Porcentaje

pg: Picogramos

mg: Miligramos

g: Gramos

kg: Kilogramos

PT: Peso turgente

PF: Peso fresco

PS: Peso seco

pm: Micrémetro

mm: Milimetro

cm: Centimetro

m: Metro

m?: Metro cuadrado

ha: Hectarea

pl: Microlitro

ml: Mililitro

KM: Micromolar

v/p: Volumen/peso

rpm: Revoluciones por minuto

MJ: Megajoule

seg: Segundo

h: Horas

MPa: Megapascal

°C: Grados centigrados

plantas m: Densidad de plantas

LEA: Proteinas relacionadas al desarrollo tardio de la semilla (late embryogenesis abundant
proteins)

AMuwapor: AM que determinan un mayor nivel de dormicion de los frutos.
AMuwiepor: AM que determinan un menor nivel de dormicién de los frutos.
IFEVA: Instituto de investigaciones fisioldgicas y ecoldgicas vinculadas a la agricultura
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Resumen

Los frutos de girasol (Helianthus annuus L.) suelen presentar un alto nivel de dormicion a
cosecha y durante la post-cosecha, dificultando la utilizacion de los mismos como semilla
para el préoximo cultivo. Este nivel de dormicién es afectado por el ambiente explorado por
los frutos durante su desarrollo y maduracion en la planta madre (ambiente materno). El
objetivo de esta tesis fue investigar los mecanismos fisioldgicos que estarian por detrés de
esta regulacion. Para ello, plantas de girasol fueron sembradas en distintas fechas y
expuestas a variaciones en la temperatura y en las relaciones fuente destino durante el
desarrollo y maduracion del fruto. Se evalu6 la germinacion de frutos, semillas y embriones
durante el desarrollo, a cosecha y en la post-cosecha bajo diferentes temperaturas,
soluciones de hormonas (ABA, GAs y etileno) y concentraciones de Oz. Se determind el
contenido enddégeno de ABA, la capacidad de sintesis de ABA de los embriones y las
propiedades anatomicas del pericarpo. Fechas de siembra tardias, bajas temperaturas y
bajas relaciones fuente destino disminuyeron el nivel de dormicion de los frutos. Esto se
asocid a un menor contenido enddgeno de ABA y menor capacidad de sintesis de ABA de
los embriones durante su desarrollo, y a una menor sensibilidad al ABA de los embriones
durante la post-cosecha. Los resultados obtenidos indican que los efectos del ambiente
materno sobre la dormicién en frutos de girasol estarian determinados por cambios en la
fisiologia del embridn, relacionados al metabolismo y sefializacion de ABA. Ademas del
aporte en relacion a la comprension de los mecanismos fisioldgicos responsables de la
regulacién ambiental de la dormicion en el girasol, los resultados obtenidos en esta tesis
son Utiles para disefar estrategias de manejo, por ejemplo, fechas de siembra, que
disminuyan el nivel de dormicién en la produccion de semilla hibrida de girasol.

Palabras clave: dormicién, girasol, fruto, embrion, pericarpo, ambiente materno, fecha de

siembra, temperatura, relacion fuente destino, metabolismo del ABA, sensibilidad al ABA.
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Abstract

Sunflower (Helianthus annuus L.) fruits usually show a high level of dormancy at harvest
and during postharvest, which hampers the use of the harvested fruits as seeds for the
sowing of the next crop. Fruit dormancy level is affected by the environment explored by
the fruits during their development and maturation in the mother plant (maternal
environment). The aim of this thesis was to investigate the physiological mechanisms
behind this regulation. To achieve this objective, sunflower plants were sown at different
dates and exposed to variations in temperature and source-sink relationship during fruit
development and maturation in the mother plant. Germination of fruits, seeds and embryos
was evaluated during development, at harvest and postharvest under different temperatures,
hormone solutions (ABA, GAs and ethylene) and O> concentrations. Also, endogenous
ABA content and in situ ABA synthesis of embryos, and anatomical properties of the
pericarp were determined. Late sowing dates, low temperatures and low source-sink ratio
determined a lower fruit dormancy level. This lower dormancy was associated with lower
endogenous ABA content and lower in situ ABA synthesis of developing embryos, and
lower ABA sensitivity of matured embryos during postharvest. Results show that the effect
of the maternal environment on sunflower fruit dormancy are determined by changes in the
embryo physiology, related to ABA metabolism and signaling. In addition to help in the
understanding of the physiological mechanisms responsible for the environmental
regulation of sunflower fruit dormancy, the results obtained in this thesis are useful to
design crop management strategies, such as sowing dates, to reduce the fruit dormancy
level at harvest in the sunflower hybrid seed production.

Keywords: dormancy, sunflower, fruit, embryo, pericarp, maternal environment, sowing

date, temperature, source-sink relationship, ABA metabolism, ABA sensitivity.



CAPITULO 1. Introduccion general

1.1. La dormicién como problemética en semillas de especies cultivadas.

La semilla es el 6rgano movil dentro del ciclo de vida de las plantas. La funcion
principal que debe cumplir es establecer una nueva planta en un ambiente temporal y
espacial que asegure la perpetuacion de la especie (Footitt y Finch-Savage, 2017).
Durante la formacion de la semilla en la planta madre ocurren tres fases: (i) histo-
diferenciacion, donde tiene lugar la division celular y diferenciacion de estructuras, pero
no hay aumento de tamafio, (ii) expansion celular, donde acontecen procesos de
crecimiento por expansion y acumulacion de sustancias de reserva y (iii) maduracion y
desecacion, donde tienen lugar procesos que van a permitir que la semilla sobreviva a
condiciones de desecacion y se establece el nivel de dormicion primaria (Bewley et al.,
2013).

La dormicion primaria es un bloqueo interno de la semilla que le impide germinar
aun cuando las condiciones sean favorables para la germinacion (Benech-Arnold et al.,
2000; Hilhorst, 2007). Este fendmeno es un rasgo cuantitativo, en el que los lotes de
semillas pueden presentar diferentes estados o “niveles de dormicion” (Vegis, 1964).
Estos niveles estan relacionados con la amplitud del rango térmico para que ocurra la
germinacion, es decir, cuanto mas bajo es el nivel de dormicion, mas amplio es el rango
térmico en el que las semillas pueden germinar y viceversa (Benech-Arnold et al., 2000;
Batlla y Benech-Arnold 2015). La presencia de un alto nivel de dormicién a cosecha y
durante la post-cosecha resulta una desventaja en especies de uso agricola (Satorre et al.,
2016). Uno de los objetivos principales en cualquier sistema productivo consiste en
obtener y asegurar una germinacion y emergencia uniforme, que faciliten las practicas de
manejo y optimicen el rendimiento y la calidad del cultivo sembrado. En este sentido, el

mejoramiento genético ha disminuido la presencia de dormicion en semillas de especies



cultivadas. En algunos casos, la seleccion en contra de la dormicién fue tan extrema que
los granos germinan incluso antes de ser cosechados (Rodriguez et al., 2015). Este
fendmeno, conocido como brotado pre-cosecha disminuye la viabilidad de las semillas y
altera la calidad de los granos de cereales (Lunn Major et al., 2001; Gualano et al., 2014).
Sin embargo, en algunos cultivos y/o cultivares el mejoramiento no ha logrado eliminar
del todo la dormicion, y bajo determinadas condiciones ambientales las semillas suelen
presentar un alto nivel de dormicion al momento de la cosecha, lo que dificulta su uso
como simiente para el proximo cultivo (Maiti et al., 2006). Este es el caso del girasol
(Helianthus annuus L.), donde las semillas (estrictamente un fruto, cipsela o aquenio de
ovario infero; de ahora en mas “fruto”) suelen presentar un alto nivel de dormicion a
cosecha, que es dependiente del genotipo y del ambiente explorado por el cultivo durante
la etapa de desarrollo y maduracion de los frutos (es decir, del ambiente materno; de ahora
en mas “AM”) (Subrahmanyam et al., 2002; Vujakovi¢ et al., 2012; Hernandez et al.,
2017; Bodrone et al., 2017; Lachabrouilli et al., 2021). Asi, para ciertos afios y ambientes
del cultivo, las semillas suelen presentar un alto nivel de dormicién a cosecha que suele
mantenerse durante un tiempo prolongado durante la post-cosecha, dificultando las tareas
de procesamiento y comercializacion de las mismas como simiente (Corbineau et al.,
1989; Corbineau et al., 2006; Bodrone, 2014; Pizzorno, 2021), tanto en la produccion
destinada al mercado interno, como en aquella para mercados en contra-estacion. En este
altimo caso, la circunstancia de presentar lotes de semilla con dormicion se agrava, ya
que el plazo de tiempo que media entre la cosecha del cultivo y la siembra del siguiente,
en el otro hemisferio, es menor. En ambas situaciones, las plantas procesadoras de semilla
requieren la disponibilidad rapida de semilla “despierta” y en cantidades suficientes para
justificar el comienzo de los procesos que incluyen la clasificacion, el curado v,

finalmente, el embolse de las partidas de semilla cosechada. Sin embargo, un alto nivel



de dormicion frecuentemente observado en las semillas de girasol con posterioridad a su
cosecha impide su répida utilizacion industrial, o que muchas veces determina la
necesidad de almacenar las semillas bajo condiciones particulares, como camaras frias,
para intentar disminuir el nivel de dormicion y acelerar los tiempos para el embolse. Asi,
la dormicidn se constituye en un factor que incide directamente en los tiempos y costos

de produccion de semilla en este cultivo (Bodrone, 2014).

1.2. Efectos del Ambiente Materno sobre el nivel de dormicién.

El nivel de dormicién que presentan los frutos de girasol al momento de la cosecha
depende del genotipo y del ambiente explorado por el cultivo durante la etapa de
desarrollo y maduracion de los frutos en la planta madre (de ahora en mas “desarrollo”).
Mas alla de la importancia de la variable genotipica en relacion a la determinacién de este
caracter (Subrahmanyam et al., 2002; Maiti et al., 2006; Vujakovic¢ et al., 2012; Andrade
et al., 2015; Rosello et al., 2016; Arata et al., 2021), resulta imprescindible estudiar y
entender el efecto del ambiente como modulador del nivel de dormicidn si queremos ser
capaces de predecir el comportamiento de un genotipo determinado en diferentes zonas
de produccion y fechas de siembra (de aqui en mas “FS”). Numerosos trabajos han
reportado que las condiciones ambientales que exploran las semillas durante su etapa de
desarrollo en la planta madre, comUnmente denominado “efecto materno”, pueden afectar
el nivel de dormicion de las mismas a cosecha (Roach y Wulff, 1987; Fenner, 1991;
Benech-Arnold et al., 1992; Gutterman, 2000; He et al., 2014; Macgregor et al., 2015;
Fernandez Farnoccia et al., 2019; 2021).

Este efecto materno es una combinacién del microambiente que experimentan las
semillas o frutos en relacion a su posicion en la planta madre y el ambiente biético y

abiodtico experimentado por la planta madre durante el periodo de desarrollo de las



semillas (Gutterman, 2000). En relacion a este Gltimo punto, existe vasta evidencia que
indica que las condiciones ambientales durante el desarrollo de las semillas influencian
el nivel de dormicion de las mismas. En general se ha observado que un bajo nivel de
dormicion se asocia con altas temperaturas, fotoperiodos cortos, luz con alta relacion
R/RL, sequia y alta disponibilidad de nitrogeno (Fenner, 1991). Sin embargo, existe una
gran variabilidad inter e intraespecifica en la respuesta y en funcion del tipo de sistema
experimental (experimentos a campo o experimentos manipulativos), ademas de la
interaccion que existe entre las distintas variables ambientales.

Una de las formas més sencillas de verificar el efecto del AM sobre el nivel de
dormicidn primaria es exponer a las plantas a distintos ambientes durante el desarrollo de
las semillas mediante variaciones en la FS. Resultados obtenidos en varias especies
evidenciaron cambios significativos en el nivel de dormicién ante variaciones en la FS de
las plantas. Por ejemplo, en quinoa (Chenopodium quinoa) las FS tempranas
determinaron un aumento del nivel de dormicion a cosecha en relacion a lo observado en
FS tardias (Ceccato et al., 2011). Por su parte, Fernandez Farnocchia et al. (2019)
estudiando el efecto de la FS sobre el nivel de dormicién primaria en semillas de
Polygonum aviculare, registraron que las semillas provenientes de FS tempranas, de
otofio e invierno, presentaron una dindmica de salida de dormicion més lenta que semillas
provenientes de FS tardias o de verano. Para el caso del girasol, Bodrone et al. (2017)
observaron gue los frutos desarrollados en FS tempranas presentaron un mayor nivel de
dormicién a cosecha y requirieron un mayor tiempo de almacenaje post-cosecha para la
salida de la dormicion que los frutos provenientes de FS tardias. Estos resultados
coinciden con los obtenidos por Pizzorno et al. (2014), quienes también observaron una
disminucion del nivel de dormicion en frutos de girasol a cosecha con el atraso en la FS.

Mas alla de estos resultados, aun no se conoce si los efectos del AM determinados por la



variacion en la FS son comunes para una amplia gama de genotipos de girasol, ni cuales
serian los factores ambientales y los mecanismos que estarian detras de esta regulacion
ambiental.

Dentro de los factores que podrian ser responsables de los efectos maternos sobre
el nivel de dormicion, la temperatura ha sido el méas estudiado (Fenner, 1991). Por
ejemplo, en cebada cervecera (Rodriguez et al., 2001), lechuga (Contreras, 2007),
Arabidopsis (Kendall et al., 2011), trigo (Barrero et al., 2020), entre otras, mayores
temperaturas durante la etapa de desarrollo de los frutos se asociaron con un menor nivel
de dormicidon de las semillas maduras. Por el contrario, semillas de otras especies de
interés agricola como la soja (Glycine max) presentaron un mayor nivel de dormicién a
cosecha asociado a la ocurrencia de altas temperaturas durante el desarrollo de las
semillas (Keigley y Mullen, 1986; Smith et al., 2008). EI mismo comportamiento
presentaron los frutos de quinoa (Chenopodium quinoa Willd) (Ceccato et al., 2011).
Respecto al cultivo de girasol, existen evidencias tanto en ensayos a campo como en
maceta que mayores temperaturas durante el desarrollo del fruto generarian un mayor
nivel de dormicion en los frutos a cosecha. Por ejemplo, Fonseca (2000) expuso plantas
de girasol creciendo en macetas a diferentes temperaturas contrastantes dentro del rango
13°C-36°C durante el periodo de desarrollo del fruto, observando que aquellos frutos
expuestos a mayores temperaturas (31.6 y 35.7°C) presentaron una menor velocidad de
germinacion que aquellos expuestos a menores temperaturas. Asimismo, Rodriguez et al.
(2003) observaron un efecto similar al exponer a plantas creciendo en maceta a
temperaturas altas (35°C) durante todo el periodo de desarrollo del fruto, sin observar el
mismo efecto cuando las plantas fueron expuestas a periodos de alta temperatura de
menor duracion (una semana). En plantas de girasol creciendo a campo, bajo distintos

regimenes térmicos generados mediante el uso de carpas de polietileno (Bodrone et al.,



2017) se observaron resultados similares a los obtenidos en maceta: los frutos de girasol
provenientes de los tratamientos de mayor temperatura durante la etapa de desarrollo del
fruto presentaron un mayor nivel de dormicion que los provenientes del tratamiento
testigo. A su vez, estos autores determinaron que los tratamientos de mayor temperatura
solo eran efectivos si eran impuestos en etapas tardias del llenado, entre los 27 y 46 dias
desde antesis. Resultados similares en relacion al momento del llenado donde se daria la
regulacion del nivel de dormicion por el ambiente térmico fueron reportados por
Rodriguez et al. (2001) en cebada. Sin embargo, resultados recientes asociaron zonas de
produccion con ambientes de altas temperaturas con una menor dormicion de los frutos
de girasol a cosecha (Lachabrouilli et al., 2021) pero en interaccion con bajos niveles de
precipitacion, lo que podria estar interfiriendo con los efectos del ambiente térmico.

En relacion a la escasa evidencia disponible sobre el efecto del ambiente durante
el desarrollo de los frutos y el nivel de dormicién en frutos de girasol, los reportes que
existen se han concentrado casi con exclusividad en el estudio de los efectos del ambiente
térmico, tal como se evidencio en el parrafo anterior. Sin embargo, se desconoce como
influencia el aumento de temperatura durante el desarrollo de los frutos de girasol sobre
su nivel de dormicion en interaccion con otros factores ambientales y los mecanismos
subyacentes al fendmeno. Las variaciones en la FS también exponen a las plantas a
cambios en el fotoperiodo y en la radiacion incidente. Para ambos factores se han
reportado efectos sobre el nivel de dormicién en semillas de varias especies (Sanchez et
al., 1981; Fenner, 1991; Gutterman, 2000). Por ejemplo, en quinoa se observd que
fotoperiodos cortos durante la etapa de desarrollo del fruto se asociaron a un menor nivel
de dormicién a cosecha (Ceccato et al., 2011). EI mismo efecto se report6 en otras
especies (Karssen, 1970; Gutterman, 1974; Kigel et al., 1977; Gutterman, 1992;

Contreras, 2007; Fernandez Farnocchia et al., 2019). Sin embargo, en Arabidopsis, la



extension del fotoperiodo ocasion6é un efecto sutil sobre el nivel de dormicion, que se
disipa rapidamente luego de la dispersion de las semillas (Donohue et al., 2005). En el
girasol, el fotoperiodo tampoco pareceria ejercer un efecto significativo sobre la
dormicion. Es asi que, en ensayos llevados a cabo en dos afios consecutivos, Pizzorno
(2021) no observo un efecto significativo sobre el nivel de dormicion a cosecha de los
frutos como resultado de haber expuesto a las plantas a una extension artificial del
fotoperiodo durante la etapa de desarrollo. En forma contraria al fotoperiodo, las
variaciones en el nivel de radiacion incidente en general disminuyen el nivel de dormicién
de las semillas, tanto en especies maleza, como de interés agricola. Por ejemplo, en
Datura ferox L. (Sanchez et al., 1981) y avena silvestre (Gallagher et al., 2013),
reducciones artificiales de la radiacion incidente de distintas magnitudes durante el
periodo de desarrollo de las semillas produjeron una disminucion significativa en la
dormicion de las semillas cosechadas. Por su parte, en soja, el sombreo generado en un
intercultivo con maiz ocasioné semillas con mayor capacidad germinativa que las
semillas provenientes de un sistema de monocultivo de soja (Chen et al., 2020). Frutos
de girasol provenientes de plantas sometidas a un sombreo artificial de la radiacion
incidente al inicio del llenado de los mismos presentaron un mayor porcentaje de
germinacién a cosecha y durante la post-cosecha que los provenientes de un tratamiento
sin sombreo (Pizzorno, 2021).

Las evidencias comentadas en los parrafos anteriores, en donde (i) una
disminucion del nivel de radiacion y (ii) FS tardias que tienen una menor tasa de
crecimiento determinan frutos con un menor nivel de dormicién, sugieren la posibilidad
de que cambios en la fuente de fotoasimilados pudiese estar involucrada en la regulacién
de la dormicion de los frutos en girasol. De hecho, existen evidencias en varias especies

que sugieren gque variaciones en la fuente de asimilados, mediante sombreo, defoliaciones



y/o variaciones en la densidad de siembra, pueden afectar la capacidad germinativa de las
semillas. Por ejemplo, en Rumex crispus la defoliacion completa de las plantas al
momento de la antesis produjo una reduccion en el peso y tamafio de las semillas, asi
como un aumento en la velocidad de germinacion (Maun y Cavers, 1971). Por su parte,
en maiz se observo que defoliaciones a los 20 dias desde la polinizacion generaron
reducciones significativas en el peso unitario de la semilla, lo que generd un aumento en
la velocidad de germinacién de las semillas a 9°C (Frascaroli et al., 2005). En forma
similar, en un trabajo en girasol donde se realizaron varios tratamientos manipulando la
relacion fuente destino (de ahora en mas “FD”’) mediante defoliaciones totales, parciales,
remocion de semillas y variaciones en la densidad de siembra se observé que semillas
mas grandes, generadas mediante tratamientos de remocion de semillas en el capitulo y
menores densidades de siembra, presentaron menor porcentaje y velocidad de
germinacién que las semillas pequefias cuando fueron incubadas a 15°C (Saranga et al.,
1998). A pesar de estas evidencias, aln no se visualiza claramente si los cambios en la
FD durante el desarrollo de los frutos inciden sobre el nivel de dormicidn de los frutos de
girasol a cosecha y durante la post-cosecha. Asimismo, no es claro si las manipulaciones
en la relacién FD podrian ser una de las causas que estarian explicando, al menos en parte,

los efectos observados en la dormicion del fruto ante variaciones en la FS.

1.3. Dormicién embrionaria e impuesta por las cubiertas (participacién de las

distintas estructuras del fruto en la determinacion del nivel de dormicién).

Baskin y Baskin (2004) clasifican a la dormicion en tres tipos principales:
dormicién morfoldgica (cuando el embrion presenta cierto grado de inmadurez),
dormicidn fisica (dada por una restriccion que ejercen las cubiertas a la entrada de agua)

y dormicién fisiol6gica (dada por un mecanismo fisioldgico que actta sobre el embrion,



inhibiendo la protrusion de la radicula y pudiendo estar promovido por la accion de las
cubiertas de las semillas y/o fruto). Asimismo, pueden existir modos combinados de
dormicion, como la dormicion morfofisiologica, que se hace evidente en los casos de
embriones que no estan desarrollados (en tamario, pero si diferenciados) sumado a un
componente fisioldgico que contribuye a la dormicion y la dormicidn fisiologica+fisica,
donde los frutos o semillas combinan cubiertas impermeables con embriones
fisiolégicamente dormidos. La dormicion fisiologica es la que se encuentra més
frecuentemente entre las semillas de gimnospermas y angiospermas (Bewley et al., 2013)
y es el tipo de dormicion que presenta el girasol (Rodriguez et al., 2011). Este tipo de
dormicion puede estar impuesta al embridn, impuesta por las cubiertas, 0 por una
combinacién de ambas (Bewley et al., 2013). La dormicion impuesta por las cubiertas se
pone en evidencia cuando los embriones aislados germinan mientras que la semilla entera
(o el fruto) no es capaz de germinar. Esto puede deberse a que las cubiertas podrian estar
ejerciendo una restriccion a la salida de inhibidores, al intercambio gaseoso, a la presencia
de inhibidores en las cubiertas y/o imponiendo una restriccion mecénica para la expansion
del embrion. Por su parte, la dormicién esta impuesta por el embrién cuando se lo aisla
de las cubiertas y permanece inhibido. Esto puede deberse a la presencia de inhibidores
en el embrion que impiden su germinacion (Bewley et al., 2013).

Para explicar este fendmeno en girasol, vale la pena aclarar que la “semilla” de
girasol es en realidad un fruto compuesto por el pericarpo, derivado de la pared del
ovario, la cubierta seminal (testa mas restos de endosperma) y el embrion, que
incluye el eje embrionario y los cotiledones (Fig. 1.1; de ahora en mas, el término
“cubiertas” hara referencia al pericarpo y a la cubierta seminal en conjunto). En
funcién del momento de desarrollo y de post-maduracion (es decir, condiciones de

humedad y temperatura que garantizan la salida de dormicion), los frutos de girasol
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pueden presentar dormicién impuesta por el embridén y/o dormicion impuesta por las
cubiertas (Corbineau et al., 1990; Brunick, 2007). En estadios tempranos del desarrollo
del fruto, la dormicion esta principalmente impuesta por las cubiertas, mientras que la
dormicion embrionaria aumenta progresivamente hacia mediados del desarrollo, donde

es maxima, y luego disminuye en la semilla madura (Le Page-Degivry y Garello, 1992).

Pericarpio (cascara)

3 rj" .\" -';I Tejido precambial
‘i /=5 Eje embrional

it : «. 57— Cubierta seminal (testa + endosperma)
¥ M _J.g:_ Cotiledsn

Fig. 1. 1. Seccién longitudinal de un fruto de girasol. Extraido de Aguirrezabal y Pereyra (1998).

Asi, la profunda dormicion que los frutos de girasol presentan a cosecha resulta de la
coexistencia de dormicién impuesta por las cubiertas, y un remanente de dormicion
embrionaria (Corbineau et al., 1990; Lachabrouilli et al., 2021). La dormicién
embrionaria generalmente se pierde rapidamente durante el almacenaje en seco, mientras
que la dormicion impuesta por las cubiertas persiste por mas tiempo y puede llegar a
requerir varios meses para revertirse (Corbineau et al., 1990; Bianco et al., 1994; Benech-
Arnold, 2004). Aun cuando existen algunos trabajos que han intentado determinar el
aporte que hacen los distintos tejidos que componen las cubiertas (pericarpo y cubierta
seminal) a la dormicion del fruto de girasol, los resultados obtenidos no han sido
concluyentes, ya que éstos parecen depender del genotipo. Por ejemplo, Dominguez et al.
(2016) evalud un material que expresaba dormicidn a alta temperatura (25 y 30°C) donde
se observo que la dormicion estaba mayormente impuesta por el pericarpo. En forma

contraria, resultados aportados por Rollesteck et al. (2007) mostraron que en el genotipo
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estudiado por estos autores la dormicion era explicada en mayor medida por la cubierta
seminal. Por ultimo, en trabajos realizados por Bodrone et al. (2017), donde se evalud la
dormicion en frutos expuestos a altas temperaturas durante su desarrollo, se observo que
la dormicion de los frutos expuestos a altas temperaturas era explicada en mayor medida
por la cubierta seminal, mientras que en el tratamiento control, ésta era explicada en
mayor medida por el pericarpo. Estos resultados sugieren que las cubiertas que estarian
imponiendo la dormicién no dependerian so6lo del genotipo, sino también del ambiente en
el cual se desarrollaron y maduraron los frutos.

En la literatura existen trabajos que han estudiado el efecto del ambiente
durante la etapa de desarrollo de los frutos sobre el nivel de dormiciény su relacion
con las estructuras del fruto (embrién y cubiertas) que contribuyen a dicho nivel de
dormicion. Por ejemplo, en quinoa (Chenopodium quinoa), plantas creciendo en FS
tardias presentaron cubiertas seminales méas delgadas que las que crecieron en FS
tempranas (Ceccato et al., 2015). Esta diferencia anatdmica se asocié a un menor
nivel de dormicidn impuesto por las cubiertas. En el cultivo de girasol, Bodrone et
al. (2017) observaron que ambientes de mayores temperaturas durante la etapa de
desarrollo del fruto, como FS tempranas y tratamientos artificiales de alta
temperatura, se asociaron con un mayor nivel de dormicion impuesto por las
cubiertas y una menor dormicién embrionaria (Fig. 1.2). Existen trabajos donde se
ha detectado que variaciones en el AM ejercen un efecto sobre el nivel de dormicion
de las semillas a través de cambios en caracteristicas estructurales, morfoldgicas y de
composicion quimica de las cubiertas (Penfield y MacGregor, 2017). Por ejemplo, en
Chenopodium bonus-henricus, las semillas presentan mayor dormicion a medida que se
desarrollan en altitudes mas elevadas, donde la temperatura es menor y el nivel de

radiacion es mayor con el aumento de la elevacion. Esta inhibicion de la germinacion esta
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Fig. 1. 2. Porcentaje de germinacion a 11°C de incubacion en funcion de los dias desde cosecha,
de aquenios (triangulos) y embriones (circulos) de girasol (Helianthus annuus L.) provenientes
de la FS temprana (simbolos oscuros) y tardia (simbolos claros). Las barras indican EE. Los
valores entre paréntesis en la referencia indican la temperatura media de 10 a 18 horas para todo
el periodo de desarrollo del fruto. Durante la post-cosecha, los aquenios se mantuvieron
almacenados a 25°C en seco. Extraido de Bodrone (2014).
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asociada al engrosamiento de las cubiertas y al mayor contenido de fenoles, que reducen
la permeabilidad al agua y a los gases (Dorne, 1981; Weidner et al., 1996, 1999;
Debeaujon et al., 2000). En girasol, la disminucion de la radiacion incidente durante el
desarrollo de los frutos provoco una disminucion de la dormiciéon impuesta por las
cubiertas, asociada a un pericarpo mas fino (Pizzorno, 2021), sin observarse diferencias
en el espesor de la cubierta seminal. Sin embargo, no se observaron variaciones en el
contenido de fenoles de las cubiertas asociadas a los cambios en el nivel de dormicién
(Pizzorno, comunicacién personal). Un efecto similar del sombreo sobre la anatomia del
pericarpo fue reportado por Lindstrom et al. (2007), quienes coincidieron con que el
sombreo durante la post-antesis produce pericarpos mas livianos y delgados, asociado
tanto a una reduccion de las paredes celulares como al nimero de células de la capa media
del pericarpo en los frutos pertenecientes a las tres posiciones del capitulo. Mas alla de
estas evidencias, aun se desconoce cémo los factores ambientales afectan los distintos
componentes que determinan la dormicién del fruto (pericarpo, cubierta seminal y/o
embrion) durante su etapa de desarrollo, y cudl seria la relacion existente entre estos
cambios y los mecanismos responsables de la imposicién de la dormicion en los frutos de

girasol.
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1.4. Control hormonal de la dormicion.

Los efectos de las sefiales ambientales y la expresion del nivel de dormicion en
semillas de un gran nimero de especies se encuentran mediados, al menos en parte, por
las hormonas vegetales &cido abscisico (ABA) y giberelinas (GAs) (Finch-Savage y
Leubner-Metzger, 2006; Finkelstein et al., 2008), que inhiben y promueven la
germinacion, respectivamente. Segun la teoria del balance hormonal, los efectos relativos
del ABA (efecto inhibitorio), y de las GAs (efecto promotor) son los principales
determinantes del nivel de dormicion y la germinacion de las semillas. Los efectos
relativos de estas hormonas dependen de las cantidades presentes en las semillas, que a
su vez dependen de las tasas de sintesis y catabolismo, asi como de la sensibilidad de los
tejidos al efecto de las mismas, dependientes de la percepcion y la transmisién de la sefial
(Finkelstein et al., 2008). EI ABA es un regulador positivo, tanto de la induccion, como
del mantenimiento de la dormicién (Bewley, 1997). Gran parte de esta evidencia surge
de trabajos con mutantes de diferentes especies. Por ejemplo, mutantes de Arabidopsis,
maiz y tomate deficientes en ABA o insensibles a la hormona, producen semillas que
presentan germinacién precoz o viviparismo (Bewley, 1997). A su vez, la aplicacion de
inhibidores de la sintesis de ABA determina la pérdida de la dormicion de semillas en
desarrollo de varias especies (Le Page-Degivry et al., 1990; Xu et al., 1990; Steinbach et
al., 1997). En relacién a la imposicion de la dormicion durante el desarrollo, existe
evidencia de que estaria determinada por la produccién de ABA por parte del embrién.
Generalmente, se ha observado que la acumulacién de ABA comienza temprano en el
desarrollo, luego alcanza un méaximo, y finalmente desciende hacia el final del periodo de
desarrollo de la semilla. En muchas especies, ese pico de maxima acumulacion de ABA
es el responsable de la induccion de la dormicion primaria, como en arroz (Gu et al.,

2010) y alfalfa (Xu et al., 1990; Xu y Bewley, 1991). En girasol los embriones aislados
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germinan en un 100% hasta aproximadamente los 15 dias desde la polinizacion, momento
en el que ocurre el pico maximo de contenido endogeno de ABA. A partir de alli, el
porcentaje de germinacion de los embriones disminuye abruptamente para permanecer
dormidos en estadios posteriores (Le Page-Degivry et al., 1990). Sin embargo, la
aplicacion de un inhibidor de la sintesis de ABA (fluridone, Le Page-Degivry et al., 1990;
Le Page-Degivry y Garello, 1992; Bianco et al., 1994; Steinbach et al., 1997; Grappin et
al., 2000; Ali-Rachedi et al., 2004; Argyris et al., 2008; Huo y Bradford, 2015) durante el
desarrollo de los frutos determiné una disminucion significativa del nivel enddgeno de
ABA durante el desarrollo, impidiendo la induccion de la dormicion primaria de los
embriones (es decir, los embriones presentaron un alto porcentaje de germinacion, Fig.
1.3; Le Page-Degivry et al., 1990). Estos resultados sugieren fuertemente que la
imposicion de la dormicion requiere de un aumento del nivel enddgeno de ABA durante
el desarrollo de las semillas y que la deficiencia de ABA durante esta etapa estaria

asociada con una ausencia de dormicion primaria en la semilla madura (Nambara y
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Fig. 1. 3. 1. Contenido endégeno de ABA en funcidn de los dias de polinizacion para semillas de
girasol del tratamiento control (a) y semillas tratadas con fluridone al 8vo dia desde polinizacion
(b). Cada punto corresponde a la media de 8 estimaciones individuales con su respectivo EE. 2.
Germinacion de embriones luego de 14 dias de incubacion en funcion de los dias desde
polinizacion, para tres afios distintos. Extraido de Le Page-Degivry et al. (1990).
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Marion-Poll, 2003). En el caso del girasol, el nivel enddgeno de ABA no sélo impone la
dormicion, sino que también es el responsable de su mantenimiento. Le Page-Degivry y
Garello (1992) evaluaron la participacion de la sintesis de novo de ABA durante la
incubacidon por 24 horas en presencia o ausencia de fluridone en embriones inmaduros de
girasol. Los resultados mostraron que la inhibicion de la sintesis de ABA por la aplicacion
de fluridone determind un aumento en la germinacion de los embriones en relacion a la
germinacion de los embriones incubados en agua. Este aumento en la germinacion estuvo
relacionado con una disminucién del contenido enddgeno de ABA de los ejes
embrionarios a las 24 horas de incubacion como resultado de la aplicacion del inhibidor
de sintesis, mientras que los ejes embrionarios de embriones incubados en agua
aumentaron su nivel enddgeno de ABA (Cuadro 1.1). Los resultados que obtuvieron
demuestran que la supresion de la sintesis de ABA en los ejes embrionarios induce la
germinacion, poniendo en evidencia el requerimiento de sintesis de novo de ABA por
parte de los embriones para mantener el nivel de dormicion durante el desarrollo (Le
Page-Degivry y Garello, 1992).

Cuadro 1. 1. Cambios en el contenido de ABA de ejes embrionarios de 26 dias desde antesis que
fueron incubados con y sin la presencia de fluridone en el medio de incubacion. Ademas, se
presenta la germinacion de los embriones. Extraido de Le Page-Degivry y Garello (1992).

ABAeneje (pg)  Germinacion
embriones (%)

Antes de la incubacion 177 +18

24 horas de incubacién

. Sin fluridone 290 + 29 25
Embriones Con fluridone ND 100

Como fue mencionado anteriormente, las GAs presentan un rol antagénico al
ABA vy actlan como promotoras de la germinacién. Este efecto esta dado a través de
mecanismos relacionados con la induccidén de enzimas hidroliticas que debilitan los
tejidos que funcionan como “barreras” a la extrusion de la radicula, promoviendo la

removilizacion de reservas, y estimulando la expansion del embrion (Bewley et al., 2013).
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Aunque la acumulacion de GAs se asocia cominmente con la promocién de la
germinacion, el rol de las GAs en la liberacion de la dormicion es controversial
(Finkelstein et al., 2008). Por ejemplo, semillas dormidas de Arabidopsis (ecotipo Cvi)
disminuyen su dormicién durante la post-maduracion en seco a 20°C, cuando se
estratifican a 4°C o cuando se inhibe la biosintesis de ABA. Sin embargo, la aplicacion
exdgena de GAs no las despierta completamente, por el contrario, genera un aumento
transitorio en la concentracion de ABA, sugiriendo que en semillas dormidas de
Arabidopsis debe existir un mecanismo de retroalimentacion que mantiene alta la relacion
ABA/GA (Ali-Rachedi et al., 2004). En cereales, se observé que el ABA 'y las GAs actlan
antagdnicamente en la induccion de la dormicion durante el desarrollo temprano. La
inhibicion de la sintesis de GAs en panojas inmaduras de sorgo reduce el contenido
endogeno de GAs durante el desarrollo y retrasa la salida de la dormicion en una linea
considerada con poca dormicion a cosecha (Steinbach et al., 1997). Mientras que la
induccion y el mantenimiento de la dormicidn depende de altas relaciones ABA/GAs, la
salida de la dormicion resulta en un aumento de la biosintesis de GAs y de la degradacién
de ABA, resultando en una baja relacion ABA/GA (Steinbach et al., 1997; Benech-
Arnold et al., 1999; White et al., 2000; Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006; Seo et
al., 2009). Sin embargo, en girasol, Rosell6 et al. (2016) no encontraron diferencias en el
contenido enddgeno de GA1 y GA3 en embriones de genotipos de girasol con dormicién
contrastante; las diferencias en dormicion estuvieron asociadas a variaciones en el
contenido enddgeno de ABA.

En adicion a los cambios en el contenido enddgeno de hormonas, la transicion de
un estado “dormido” a “no dormido” esta caracterizada en muchas especies por una
disminucion en la sensibilidad al efecto inhibitorio del ABA y a un aumento en la

sensibilidad al efecto promotor de las GAs (Le Page-Degivry et al., 1996; Corbineau et
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al., 2002; Leubner, 2002). La sensibilidad al ABA se adquiere durante algin momento en
el desarrollo de la semilla, y se va perdiendo durante la maduracion, tal como se evidencia
en embriones de alfalfa (Xu y Bewley, 1991). En cereales, el nivel de dormicién esta
asociado, en buena medida, con la sensibilidad que presentan los embriones al efecto
inhibitorio del ABA (Walker-Simmons, 1987; Benech-Arnold et al., 1999). En lechuga,
por ejemplo, bajo altas temperaturas de incubacion, las semillas no solo aumentan su
contenido de ABA, sino que también se ve aumentada su sensibilidad al ABA (Contreras,
2007). En el girasol, Le Page-Degivry et al. (1996) observaron que los embriones de esta
especie pierden la sensibilidad al ABA a medida que disminuyen su nivel de dormicién
durante la post-maduracion. En cuanto a las GAs, el aumento en la sensibilidad de los
embriones a la GAs en etapas finales del desarrollo ocurre, pero solo una vez que la
capacidad de sintesis de ABA y la sensibilidad al ABA disminuyen significativemente
(Le Page-Degivry et al., 1996). Por su parte, Rodriguez et al. (2018) observaron que,
durante la post-maduracion a 25°C, tanto los frutos como los embriones pierden
progresivamente la sensibilidad al ABA. Ademas del papel fundamental que juegan el
ABA 'y las GAs en la regulaciéon del nivel de dormicién, otras hormonas también estarian
involucradas en dicha regulacion, como el etileno, las auxinas, las citoquininas y los
brasinoesteroides; aunque muchas de estas hormonas actuarian a través de su interaccién
con las vias de sefializacion del ABA y las GAs (Feurtado y Kermode, 2007). Por
ejemplo, el etileno promoveria la terminacion de la dormicion a través de la atenuacion
de la sefializacion del ABA y del nivel endégeno de ABA (Finkelstein et al., 2008; Matilla
y Matilla-Vazquez, 2008). En girasol, Corbineau et al. (1990) reportaron que la aplicacién
exogena de etileno estimul6é la germinacion de frutos y embriones inmaduros que

presentaban un alto nivel de dormicién. Ademas, encontraron que varios inhibidores de
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la biosintesis o de la accion del etileno inhibieron marcadamente la germinacion de
embriones que no presentaban dormicion.

En relacién a los efectos del AM sobre los mecanismos hormonales de control de
la dormicidn, existen algunas evidencias en especies como Arabidopsis, lechuga y girasol.
En Arabidopsis, bajas temperaturas (15°C) durante el desarrollo de las semillas generaron
un aumento en el nivel de dormicion con respecto a semillas creciendo en un ambiente de
22°C, asociado con un mayor y menor contenido enddgeno de ABA y GA4 (la GA activa
en semillas de Arabidopsis), respectivamente (Kendall et al., 2011). Asimismo, semillas
de lechuga que presentaron un menor nivel de dormicion por provenir de plantas
creciendo en ambientes de mayor temperatura (20-30°C, 12—-12hs) presentaron menor
sensibilidad al ABA que las semillas provenientes de plantas creciendo en un ambiente
de menor temperatura (20-10°C, 12-12hs) y que presentaban un mayor nivel de
dormicidn. Sin embargo, en este experimento no se encontraron diferencias significativas
en el contenido enddgeno de ABA en semillas maduras provenientes de ambos ambientes
térmicos (Contreras, 2007). En el caso de girasol, Bodrone et al. (2017) encontraron que
frutos expuestos a ambientes de mayor temperatura durante el periodo de desarrollo del
fruto tenian un mayor nivel de dormicion que aquellos expuestos a menores temperaturas,
asociado a frutos mas sensibles a la inhibicion de la germinacién por ABA. Por su parte,
Pizzorno (2021) reportaron que los frutos a cosecha provenientes de un tratamiento
sombreado durante el periodo de desarrollo del fruto y que tenian un menor nivel de
dormicién en comparacion a un control sin sombrear, presentaron un menor contenido de
ABA, sin observar un efecto diferencial entre los tratamientos de AM sobre la sintesis de
GAs de novo, mediante el uso de inhibidores de sintesis de la hormona. Los resultados
comentados en relacion a la regulacion hormonal de la dormicion en frutos de girasol no

son concluyentes y muchos aspectos relacionados a los posibles mecanismos a través de
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los cuales el AM estaria afectando el nivel de dormicién en frutos de girasol, y como se
impondria esta regulacion durante el desarrollo de los mismos aun se desconoce. Es mas,
en girasol es aun difuso el conocimiento de los mecanismos que operan en la imposicion
de dormicion en el fruto entero; particularmente, se desconoce si la presencia de las
cubiertas podria estar afectando el metabolismo y/o la sefializacién hormonal en el
embrion, y como interactian estos componentes del fruto con el ambiente explorado
durante el desarrollo de los frutos. Alternativamente, otros posibles cambios en estos
mecanismos que impactan en la dormicion podrian estar determinados por una
disminucidn del nivel de oxigeno en el embrion dentro del fruto embebido por efecto del
pericarpo (Rodriguez et al., 2015). Se ha propuesto que la presencia de las cubiertas
podria afectar la actividad hormonal (es decir, el contenido endégeno de ABA y la
respuesta al ABA exdgeno) a traves del control del nivel de oxigeno en el embrién, y asi
modular la expresion de la dormicién (Lenoir et al., 1986). El nivel de oxigeno es bajo
en embriones de semillas en desarrollo de muchas especies, entre ellos el girasol
(Borisjuk y Rolletschek, 2009) y podria estar implicado en la expresion de la
dormicion impuesta por las cubiertas. De hecho, en girasol se ha observado que a
altas temperaturas de incubacion (30°C) tanto la germinacién de frutos como la de
embriones se ve restringida ante disminuciones crecientes en la disponibilidad de oxigeno
y que este mecanismo estaria determinado, al menos en parte, por un aumento de la
sensibilidad al ABA de los embriones en condiciones de hipoxia (Dominguez et al.,
2019). Una funcion similar para las cubiertas se ha propuesto en semillas dormidas
de Arabidopsis (Debeaujon et al., 2000; Bethke et al., 2007; Lee et al., 2010; Fedi
etal., 2017) y en cebada (Benech-Arnold et al., 2006). La posibilidad de que factores
del AM actuen sobre la dormicion de los frutos de girasol a través de cambios en las

cubiertas es sustentada por trabajos que muestran cambios estructurales en el
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pericarpo de girasol bajo diferentes ambientes de cultivo, como los realizados por
Lindstrom et al. (2007), Franchini et al. (2010) y Pizzorno (2021).

En el presente trabajo de tesis se propuso abordar en forma integrada y en
distintos genotipos de girasol los efectos del AM sobre los mecanismos que regulan
el nivel de dormicion de los frutos, teniendo en cuenta la funcion de las distintas
estructuras del fruto en la determinacion del nivel de dormicion y la regulacion
hormonal, particularmente aquellos relacionados con el efecto del ABA; hormona
que, segun las evidencias reportadas, seria la responsable de la imposicion del nivel
de dormicion primaria en esta especie (Le Page-Degivry et al., 1996). Comprender
este tipo de asociaciones aportara conocimiento respecto a los mecanismos fisioldgicos
(hormonales y estructurales) a través de los cuales las variables ambientales regulan los
cambios en el nivel de dormicion en esta especie. Ademas, se exploro la posibilidad de
que parte de los efectos maternos que puedan afectar el nivel de dormicion de los frutos
a cosecha sean explicados por variaciones en la disponibilidad de recursos (variaciones
del nivel de radiacion y de la relacion FD) durante el desarrollo del fruto. En paralelo se
exploraron parte de los mecanismos que podrian estar por detras de esta regulacion, un
aspecto escasamente abordado en la bibliografia. Avanzar sobre estos aspectos resulta
indispensable si se pretende comprender cémo el ambiente (zona de produccion y FS)
regula la dormicion en el cultivo de girasol. Los resultados de estas tesis no solo brindan
informacidn en relacion a los mecanismos fisioldgicos implicados en la regulacion por el
AM, sino que, ademas, el conocimiento aportado por esta tesis resulta Gtil para los
productores de semillas en la toma de decisiones en relacion a estrategias de manejo
agronémico (FS, densidad de siembra, eleccidn del genotipo, disponibilidad de recursos,
etc.) para obtener lotes de semilla de alta calidad de acuerdo al objetivo de produccion.

OBJETIVOS



21

Objetivo general: Investigar los efectos del AM sobre la dormicion en frutos de girasol

y determinar los mecanismos fisioldgicos involucrados en dicha regulacién.

Objetivos especificos

1. Evaluar y cuantificar el efecto de cambios en la FS sobre el nivel de dormicién a
cosecha y la salida de la dormicion durante el almacenaje post-cosecha en una gama
amplia de genotipos de girasol. En funcién de los resultados obtenidos identificar
genotipos que presenten cambios significativos en el nivel de dormicion ante
variaciones en la FS.

2. Utilizando los genotipos seleccionados en 1, evaluar y cuantificar el efecto de (i)
cambios en la FS, (ii) variaciones en la temperatura, y (iii) cambios en la relacion FD,
sobre las variaciones en el nivel de dormicién de los frutos de girasol durante su etapa
de desarrollo en la planta madre, el nivel de dormicion a cosecha y la salida de la
dormicion durante el almacenaje post-cosecha.

3. Para los distintos tratamientos evaluados en 2, determinar (i) en qué medida los efectos
observados sobre el nivel de dormicién se deben a cambios en la dormicion impuesta
por las cubiertas y/o a cambios en la dormicidon embrionaria, (ii) las vias hormonales
implicadas en la regulacién del nivel de dormicion (particularmente aquellas ligadas
al ABA), (iii) cambios en las propiedades anatomicas de las cubiertas de los frutos
asociados a los cambios observados en dormicion, (iv) cambios en la capacidad de las
estructuras del fruto para germinar en hipoxia (sensibilidad a hipoxia).

4. A partir de la concrecidn de los objetivos anteriores, proponer mecanismos fisioldgicos
que expliguen los cambios en el nivel de dormicion que experimentan los frutos de
girasol en respuesta al AM.

HIPOTESIS
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1. Atrasos en la FS determinan un menor nivel de dormicion de los frutos a cosecha y
una mayor velocidad de salida de la dormicion durante el almacenaje post-cosecha en
una amplia gama de genotipos de girasol.

2. La temperatura explorada por las plantas durante el desarrollo de los frutos afecta el
nivel de dormicién de los mismos a cosecha y durante el almacenaje post-cosecha.

Prediccién: Bajas temperaturas determinan frutos con un menor nivel de dormicion.

3. La temperatura experimentada durante la etapa de desarrollo de los frutos ejerce un
efecto diferencial sobre los componentes embrionarios y por cubiertas de la dormicion
en frutos de girasol.

Prediccion: Aumentos en la temperatura media diaria durante el desarrollo de los frutos

determinan una mayor dormicion impuesta por cubiertas y una menor dormicion

embrionaria.

4. Los cambios en la relacion FD que experimentan los frutos de girasol durante su etapa
de desarrollo afectan el nivel de dormicion de los mismos.

Prediccion: Disminuciones en la fuente durante la etapa de desarrollo de los frutos

determinan un menor nivel de dormicion de los frutos y viceversa.

5. Los efectos del AM sobre la dormicion del fruto estdn asociados a cambios en la
sensibilidad al ABA y GAs y/o en el metabolismo de ABA de los embriones durante
la etapa de desarrollo de los frutos.

Prediccion: Tratamientos que determinan un menor nivel de dormicion de los frutos estan

asociados a un menor contenido endégeno de ABA, una menor capacidad de sintesis de

ABA de novo en los embriones, una menor sensibilidad al efecto inhibitorio del ABA de

los embriones, y a una mayor sensibilidad a las GAs.

6. Los efectos del AM sobre la dormicion impuesta por cubiertas estan asociados a

cambios en las caracteristicas anatdmicas de las mismas.
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Prediccion: Tratamientos que determinan un menor nivel de dormicion de los frutos estan

asociados a un menor espesor de las cubiertas (pericarpo).

7. Los cambios en el nivel de dormicion del fruto por efecto de cambios en el AM estan
asociados a cambios en la sensibilidad a la hipoxia de los embriones.

Prediccién: Tratamientos que determinan un menor nivel de dormicion de los frutos estan

asociados a una menor sensibilidad de los embriones a concentraciones decrecientes de

oxigeno.

ESTRUCTURA DE LA TESIS

La presente tesis se estructura en seis capitulos. El capitulo 1 (Introduccién General)
plantea la problematica de la dormicion en frutos de girasol, presenta el marco teérico
existente en funcién de la informacion bibliogréfica y enuncia los objetivos e hipotesis
del trabajo. Los capitulos 2 (Fechas de siembra tardias reducen el nivel de dormicién en
girasoles cultivados y silvestres), 3 (Efecto de la fecha de siembra sobre el nivel de
dormicion en frutos de girasol. Estudio de los mecanismos fisioldgicos involucrados), 4
(Efecto del ambiente térmico explorado durante la etapa de desarrollo del fruto en la
planta madre sobre el nivel de dormicion en frutos de girasol) y 5 (Efecto de
manipulaciones en la relacion fuente destino durante la etapa de desarrollo del fruto en la
planta madre sobre el nivel de dormicién en frutos de girasol) comprenden los resultados
experimentales derivados de esta tesis, junto con su respectiva introduccion, materiales y
métodos, resultados y discusion. Finalmente, en el capitulo 6 (Discusion General) se
contrastan las hipétesis planteadas en el capitulo 1, se discuten los resultados de manera
conjunta y vinculada en un enfoque fisiol6gico, ambiental y agronémico, se concluyen
los aportes de esta tesis y se comentan las implicancias para futuras investigaciones. En
la seccion Suplementaria se encuentran figuras, cuadros y notas suplementarias a los

capitulos de resultados 2, 3, 4,5y 6.



CAPITULO 2. Fechas de siembra tardias reducen el nivel de dormicion en
girasoles cultivados y silvestres

2.1. Introduccion

La FS es una de las decisiones agrondmicas mas relevantes en los sistemas de
produccion de cultivos (Balali¢ et al., 2012). Esta préctica establece las condiciones
ambientales que experimentan las plantas durante su ciclo, provocando variaciones
significativas en la fenologia, la acumulacion de biomasa, el rendimiento y la calidad de
las semillas (Andrade, 1995; de la Vega y Hall, 2002a). En cuanto a este Ultimo caréacter,
la FS establece el AM que exploraran los frutos durante su desarrollo afectando, dentro
de otros rasgos, el nivel de dormicion de los mismos (Roach y Wulff, 1987; Fenner 1991;
Ferndndez Farnocchia et al., 2019, 2021). Estos niveles estan relacionados con la
amplitud del rango térmico para que ocurra la germinacion, es decir, cuanto mas bajo es
el nivel de dormicién, mas amplio es el rango térmico en el que las semillas pueden
germinar y viceversa. Los cambios en el rango térmico se han utilizado para cuantificar
los cambios en el nivel de dormicién de las poblaciones de semillas en diversas especies,
que provienen de diversos AM (Batlla y Benech-Arnold, 2015; Fernandez Farnocchia et
al., 2019, 2021). Por ejemplo, en quinoa (Chenopodium quinoa) y cebada, FS tempranas
determinaron un mayor nivel de dormicion de las semillas que FS tardias (Rodriguez et
al., 2001; Gualano y Benech -Arnold, 2009; Ceccato et al., 2011; Gonzélez et al., 2019).
En girasol, Bodrone et al. (2017) y Pizzorno et al. (2014) observaron que los frutos de un
hibrido comercial y una linea parental, respectivamente, sembrados en una FS temprana
presentaron un mayor nivel de dormicion a cosecha y requirieron un periodo de
almacenaje post-cosecha mas prolongado para aliviar esa dormicion, en comparacion con
los frutos provenientes de FS tardias. Estas evidencias sugieren que la FS podria ser una

herramienta para reducir el nivel de dormicion de las semillas a cosecha en lotes
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destinados a la produccion de semillas. Sin embargo, salvo en los trabajos mencionados,
no hay informacion suficiente para evaluar si la respuesta al atraso en la FS sobre el nivel
de dormicion es comun a la mayoria de los genotipos de girasol, y en qué medida la
magnitud de dicha respuesta varia entre genotipos.

Los cambios en las condiciones ambientales que experimenta la planta madre
durante el desarrollo del fruto como consecuencia de cambios en la FS pueden afectar de
manera diferencial a los componentes del fruto que imponen la dormicién (es decir, la
dormicion impuesta por las cubiertas o por el embrion). Por ejemplo, los frutos de girasol
provenientes de FS tempranas incubados a bajas temperaturas presentaron una dormicién
embrionaria menor y una dormicién impuesta por cubiertas mayor, que frutos
provenientes de FS tardias (Bodrone et al., 2017). Una respuesta similar se observo en
quinoa, donde una menor dormicién impuesta por el pericarpo en frutos cosechados en
FS tardias se asoci6 con un pericarpo mas fino (Ceccato et al., 2015). Estas evidencias
demuestran el impacto del AM sobre la contribucion de las distintas estructuras a la
dormicion del fruto entero. Sin embargo, aun se desconoce cémo los cambios en la FS
afectan la expresion de la dormicién a diferentes temperaturas de incubacion y como esto
ultimo se combina con la contribucion de las cubiertas o del embrién en la determinacion
del nivel de dormicion del fruto entero.

En el presente capitulo se investigd el efecto de FS sobre la dormicién en frutos
de girasol en una amplia gama de genotipos, en tres afios. Ademas, se indago si los
cambios en el nivel de dormicion de los frutos, por efecto de cambios en la FS se asociaron
a cambios en la contribucidn de las cubiertas o del embrién a la dormicion del fruto entero

y/o a cambios en la temperatura a la que se expresa la dormicion.

2.2. Materiales y métodos
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2.2.1. Sitio de los ensayos, tratamientos y material vegetal.

En el experimento | se cultivaron 20 genotipos (Cuadro 2.1) en dos FS
contrastantes (temprana vs. tardia) en tres afios consecutivos: en 2015/2016 — Afio
1: 17 de septiembre (FS temprana) y 3 de diciembre (FS tardia); en 2016/2017 —
Afio 2: 3 de septiembre (FS temprana) y 4 de enero (FS tardia); y en 2017/2018 —
Afio 3: 10 de octubre (FS temprana) y 4 de enero (FS tardia). EI material vegetal
consistié en diferentes lineas endocriadas o cultivares de girasol y tres poblaciones
silvestres de Helianthus annuus recogidas en la Argentina (Cuadro 2.1). En la
seleccion de los genotipos se buscd que presenten un alto nivel de dormicién a
cosecha. A su vez, se incluyeron algunos materiales de baja dormicién para ver
respuestas contrastantes. La informacion del comportamiento de los materiales
basé en algunos casos de informacion publicada (Cantamutto et al., 2010; Presotto
et al., 2014; Andrade et al., 2015; Rosell6 et al., 2016; Vigliocco et al., 2017), en
informacion de los mejoradores que nos brindaron la semilla y en caracteres
fenotipicos de los frutos que pondrian tener alguna relacion con la dormicion (por
ejemplo, tamafio de semilla, relacién pepita pericarpo, y color estructura del
pericarpo). En el experimento Il, el genotipo 1579 fue sembrado en cinco FS
escalonadas durante un periodo de 5 meses en la campafia 2016/2017: 1° de
septiembre, 3 de octubre, 1° de noviembre, 1° de diciembre y 4 de enero. Los
experimentos se realizaron en el campo experimental de la Catedra de
Cerealicultura de la Facultad de Agronomia de la Universidad de Buenos Aires,

Argentina (34°25' S, 58°25' O).

2.2.2. Condiciones generales de los ensayos a campo.
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Cuadro 2. 1. Nombres y origenes de los genotipos estudiados. PN y C indican si los genotipos
proceden de poblaciones naturalizadas o de lineas cultivadas, respectivamente. Los afios 1, 2y 3
fueron las estaciones de crecimiento en las que se evaluaron los genotipos. Material vegetal
proporcionado por: *Ing. Agr. Dr. Alejandro Presotto e Ing. Agr. Dr. Miguel Cantamutto,
Universidad Nacional del Sur; 2Ing. Agr. Julio Gonzélez, INTA Pergamino; 3Ing. Agr. MSc Daniel
Alvarez, INTA Manfredi; y “Ayerza Semillas S.A.

Nombre Origen

AAL (PN, Afio 1) Adolfo Alsina, Buenos Aires (S 37°16', O 62°59")
BAR (PN, Afo 1)} Colonia Baron, La Pampa (S 36°10', O 63°53')
LMA (PN, Afio 1)* Las Malvinas, Mendoza (S 34°47', O 68°15")

EC—Estriado Comun (C, Afio 1)*  Ruso
GOR-Gigante Ruso (C, Afio 2)*  Ruso

HA342 (C, Afio 2)° USDA linea publica

HA89 (C, Afios 1, 2)? USDA linea publica

B123 (C, Afio 3)° INTA Manfredi

B91 (C, Afo 3)* INTA Manfredi

581 (C, Afio 2)? Ruso X USDA Dakota del Norte
591 (C, Afio 2)? Ruso X USDA Dakota del Norte
600 (C, Afio 2)? Ruso X USDA Dakota del Norte
601 (C, Afio 2)? INTA Pergamino X HA300 (USDA linea publica)
608 (C, Afio 2)? INTA Pergamino

609 (C, Afios 1, 2)? INTA Pergamino

1552 (C, Afios 1, 2, 3)? USDA linea publica

1575 (C, Afio 2)? USDA Dakota del Norte

1579 (C, Afios 1, 2, 3)? USDA Dakota del Norte

1673 (C, Afio 2)? USDA Dakota del Norte X Ruso
1679 (C, Afo 2)? USDA Dakota del Norte X Ruso

En el experimento I, la parcela experimental se dividié en dos parcelas principales
donde se asignd, en cada una de ellas, el tratamiento “fecha de siembra” (temprana o
tardia). Dentro de cada parcela, los genotipos se asignaron al azar en microparcelas de 3
surcos de 10m cada uno, utilizando una densidad de 5 plantas m y una distancia de 52
cm entre filas. En el experimento I, la parcela se dividi6 en 5 parcelas de 6 surcos de
10m cada uno, a las que se asignaron aleatoriamente cada una de las cinco FS, utilizando
la misma densidad y distancia entre surcos que en el experimento 1.

Se registraron las etapas ontogenéticas de cada planta individual desde R1 hasta
R6 (Schneiter y Miller, 1981). En R4, cada capitulo se cubrio con una bolsa de poliamida
para evitar el intercambio de polen entre los diferentes genotipos. Las plantas se
polinizaron manualmente. El momento de madurez de cosecha (de ahora en mas “MC”)

ocurrio cuando el contenido de humedad del fruto alcanzé el 11% (en base himeda). En
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este momento, los capitulos de plantas que no difirieron en mas de dos dias de su etapa
de antesis media (R5.5, Schneiter y Miller, 1981; de ahora en mas, este momento de la
fenologia del cultivo sera mencionado como “Antesis”) fueron cosechados vy trillados
manualmente. Unicamente los frutos del tercio medio del capitulo fueron seleccionados
y secados en una secadora experimental con aire forzado a 35°C hasta alcanzar un
contenido de humedad del 6% (Bodrone et al., 2017); el proceso desde la MC (11%) hasta
el 6% de humedad durd, en promedio, 7 dias. Después del secado, los frutos se
almacenaron a 25°C en una atmosfera seca dentro de bolsas de plastico herméticas y se
tomaron submuestras regularmente para realizar los ensayos de germinacion.

Las plantas se fertilizaron con fdsforo a la siembra y con nitrégeno en V4, y se
regaron mediante un sistema de riego por goteo. Se aplicaron fungicidas e insecticidas
para mantener la sanidad. Los datos meteoroldgicos fueron registrados por una estacion
meteoroldgica ubicada en el sitio experimental (Davis Vantage Pro2).

Adicionalmente, en el experimento Il se monitore6 la dindmica del Ilenado y
secado de los frutos en la planta madre. Los frutos fueron muestreados en el centro medio
de tres capitulos por FS desde los 7 dias desde R5.5 hasta la cosecha. Los mismos se
pesaron antes y después de secarlos por 90 minutos a 130°C, estimando asi el peso seco
(mg) y la humedad de los frutos (%). EI momento de madurez fisiol6gica (de ahora en
mas, “MF”) se establecio cuando se registraron al menos 3 puntos con similar peso seco
del fruto. En este experimento (1), a su vez, se determiné el rendimiento por planta (g

planta) usando 3 plantas por FS.

2.2.3. Ensayos de germinacion.

Los ensayos de germinacion se realizaron a cosecha (de aqui en mas, cuando se

describe la germinacion a “cosecha”, se hace referencia a la germinacion de los frutos
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luego del secado a 6%) y a intervalos de 30 a 50 dias durante el almacenaje post-cosecha.
Se colocaron 25 frutos, 20 semillas (sin pericarpo; esta estructura solo se evalud en el
experimento 1) y 20 embriones (sin pericarpo ni cubierta seminal) en placas de Petri de
9 cm de didmetro (n=3) sobre dos capas de papel de filtro humedecidas con 5 ml de agua
destilada y se incubaron durante 15 dias a diferentes temperaturas (afio 1-10, 15, 20, 25
y 30°C, afios 2y 3- 10 y 25°C). Las placas de Petri se sellaron con un film plastico para
evitar la evaporacién del agua durante la incubacion y se afiadié agua siempre que fue
necesario. Cuando se evalud la germinacion de las semillas, el pericarpo fue extraido
manualmente. Cuando los embriones fueron el objeto de estudio, la cubierta seminal se
retiré después de la hidratacién de la semilla desnuda (sin pericarpo) durante 30 minutos
en agua destilada, para facilitar la separacién del embrion sin dafiarlo (Bodrone et al.,
2017). La emergencia de la radicula fuera del pericarpo y la elongacion de la radicula en
3 mm fueron los criterios para definir la ocurrencia de la germinacion en las tres
estructuras analizadas (fruto, semilla y embrién). El recuento de germinacion fue cada

dos dias, y cada unidad germinada se retiré de la placa de Petri luego del recuento.

2.2.4. Anélisis estadistico.

Las variables ambientales y los datos relacionados al rendimiento del experimento
Il se analizaron mediante un analisis de la varianza y un test de comparaciones de medias
(Tukey), con un nivel de significancia del 5%. La evolucién del peso seco del fruto se
ajusté a un modelo de regresién bilineal con un punto de corte, que corresponde al
momento MF. EI modelo se corresponde con la siguiente ecuacion: Y=a + b*x (x<c) +
b*c (x > c) donde “Y” es el peso seco del fruto, “a” es la ordenada al origen, “b” es la

tasa de llenado efectivo (mg/d), y “c” es el momento de finalizacion del llenado, o sea, la

MF (Ploschuk y Hall, 1995). Por otro lado, se ajustd una ecuacion lineal para modelar la
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pérdida de humedad del fruto en FS tempranas y un modelo bilineal en funcién de los
dias desde R5.5 para las FS tardias. En este ultimo caso, se determiné una tasa inicial y
final de secado (en % d) y el punto de quiebre en el que ocurre el cambio entre dichas
tasas (en dias desde R5.5) (Chazarreta et al., 2018). Se presentan los valores medios y los
EE de la germinacion final (luego de los 15 dias de incubacion). En ambos experimentos,
se analizaron mediante regresiones lineales (a=0.05, se presentan los coeficientes de
Pearson “r”) la relacion existente entre (i) la duracion de la etapa Siembra—Antesis y la
temperatura media diaria experimentada por las plantas durante este periodo y (ii) la
germinacion de los frutos durante el almacenaje post-cosecha y las variables ambientales
registradas durante el desarrollo del fruto en la planta madre.

Se realizaron anélisis de componentes principales y de conglomerados para
describir los cambios en los atributos de dormicién segun la FS y de los genotipos
estudiados a lo largo de los tres afios de evaluacion experimental. El andlisis de los
componentes principales (ACP) se realiz6 utilizando las siguientes variables asociadas a
los atributos de dormicion: porcentaje final de germinacion a cosecha para frutos
incubados a 10°C (G.F.10) y 25°C (G.F.25), porcentaje final de germinacion a cosecha
para embriones incubados a 10°C (G.E.10) y 25°C (G.E.25), y tiempo de almacenaje
post-cosecha (en dias) necesario para alcanzar el 50% de germinacion para frutos
incubados a 10°C (Tso.F.10) y 25°C (Ts0.F.25). Tso.F.10 y Tso.F.25 fueron estimados por
interpolacion lineal, entre puntos cercanos al 50% de germinacién. Para los casos en que
el porcentaje de germinacion super6 el 50% a cosecha, Tso.F se consideré como "0 dias".
Por el contrario, cuando la germinacion no alcanzé el 50% durante el periodo de
almacenaje post-cosecha evaluado (150 dias para el afio 1, 90 dias para los afios 2 y 3)
Tso.F se considerd como el tiempo méximo de almacenaje (es decir, 150 0 90 dias). Como

las seis variables se expresaron en diferentes escalas, las observaciones se estandarizaron
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para el andlisis. El resultado de este analisis fue un biplot bidimensional (Gabriel, 1971).
El anélisis de conglomerados (AC) fue realizado considerando las diferencias entre FS
para las seis variables utilizadas en el ACP (es decir, “G.F.25 FS tardia” — “G.F.25 FS
temprana”). La suma de los cuadrados incrementales fue el criterio de fusion de grupos
utilizado y la distancia euclidea al cuadrado la medida de diferencia para el método de
Ward (Ward, 1963). Se realizo un analisis de correlacion de Pearson (0=0.05) entre las
coordenadas o “scores” de los componentes principales 1y 2 (CP1y CP2) y las variables
ambientales registradas durante el desarrollo del fruto (de la Vega et al., 2001),

Infostat (Di Rienzo et al., 2012), GraphPad Prism 7 (Motulsky, 2003) y RStudio
(R Core Team, 2013; paquetes "stats", "factoextra” por Kassambara y Mundt, 2017,
"cluster" por Maechler et al.,, 2018, "Factoshiny” por Vaissie et al., 2018 y
"PerformanceAnalytics" por Peterson y Carl, 2019) fueron los programas estadisticos

utilizados para realizar los analisis.

2.3. Resultados

2.3.1. Caracterizacion del ambiente explorado por las plantas durante el desarrollo de

los frutos. Experimento |.

Los cambios en la FS determinaron la exposicion de las plantas a diferentes
condiciones térmicas, fotoperiodicas y de radiacion solar durante todo el ciclo del cultivo
Cuadro 2.2; Cuadro S2.1). Como era de esperarse, durante la etapa Antesis—MC, las FS
tardias experimentaron una disminucion de 4.3°C, 4.7°C y 3.7°C en las temperaturas
media, maxima y minima, respectivamente, y de 2.2 h'y 7.7MJ m* en el fotoperiodo
medio y la radiacién incidente media, respectivamente (Cuadro 2.2). Sin embargo, en la
etapa Siembra—Antesis, se observo lo contrario: plantas de FS tempranas experimentaron

valores promedios mas bajos de las variables ambientales registradas que plantas de FS
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Cuadro 2. 2. Valores medios (xDE) de las variables ambientales registradas en el periodo Antesis—-MC segun FS (Temprana o Tardia), genotipo y afio evaluado,
y la duracion, en dias, de la etapa Antesis—MC, para el Experimento I. Los valores resaltados en negrita representan las medias (xDE) de las variables
ambientales para todos los genotipos en cada FS. Letras distintas indican diferencias significativas entre FS (p-valor<0.05). Abreviaturas: TMd (°C):
Temperatura Media diaria, en °C; TMMxd (°C): Temperatura Media Mé&xima diaria, en °C; TMMnd (°C): Temperatura Media Minima diaria, en °C; Fp (h):

Fotoperiodo medio, en horas; RIMd (MJ m): Radiacién Incidente Media diaria, en MJ m%; Duracién etapa Antesis—MC, en dias.

Afo-FS- R TMMxd TMMnd RIMd Duracién etapa
Genotipo TMd (*C) °C) (°C) Fp (M) (MIm?)  Antesis—MC (d)
L_Temprana_AAL 253 (x21) 307 (:25) 205 (x24) 149 (:03) _ 23.7 (#58) 421 (x7.8)
1-Tardia_AAL 208 (+29) 254 (+38) 165(+2.9) 13.1(+06) 156 (+68)  56.2 (+2.5)
1-Temprana_BAR 253 (+20) 305 (+24) 208 (+24) 150 (+03) 23.1(+60)  49.8 (+9.9)
1_Tardia_BAR 19.6 (+2.5) 240 (+34) 156 (x28) 12.8(+06) 132 (+6.6) 645 (+15)
1_Temprana—L MA 257 (+2.0) 319 (+24) 209 (+23) 148 (+03) 235(+58)  37.3(+7.2)
1-Tardia_LMA 209 (+27) 256 (+36) 166(+29) 132 (+05) 156 (+67) 545 (+L7)
1_Temprana_1552 251 (+2.2) 303 (+25) 203 (+25) 151 (+04)  23.9(6.2) 752 (+4.0)
1_Tardia_1552 233(+3.2) 283 (+38) 187 (¢34)  141(+09) 19.6(x7.1) 665 (+3.0)
1-Temprana_1579 256 (+2.0) 307 (+23) 209 (+2.3) 150 (:04) 234 (+61)  57.6 (+1.8)
1-Tardia_1579 226 (+36) 27.8(+40) 17.7(+37) 136(:06) 186(+61) 550 (+L5)
1_Temprana—609 252 (+21) 303 (+25) 205 (+24) 150 (:04)  23.6(+6.3)  69.9 (+2.2)
1_Tardia_609 216 (+35) 264 (+43) 176 (:33) 133 (:06) 166 (:72) 624 (+18)
1_Temprana_EC 248 (+26) 299 (+30) 201 (+30) 146(:06) 210 (+62) 704 (+4.3)
1_Tardia_EC 216 (+35) 263 (+43) 17.2(+33) 133 (+07) 163 (+7.2) 654 (+2.8)
LTemprana_HA89 250 (+23) 301 (+2.8) 204 (+2.6) 147 (+06) 222 (+6.6) 751 (+2.7)
1-Tardia_HA89 225 (+35) 274 (+41)  17.9(+35) 135(:06) 17.8(:70)  63.3 (+0.5)
1-Temprana 256 (+0.2)F 305 (:04)° 20.5(x0.3)F 149 (:01)* 231 (0.9  59.7 (x15.1)°
1_Tardia 216 (+1.1)° 264 (+14)° 17.2(x0.9)° 136 (:03)° 16.6 (x2.0)° 610 (£4.9)3
2 Temprana_581 248 (x2.7) 300 (29) 196 (235) 153 (x01) 226 (x7.5) 8.3 (x4.7)
2 Tardia_581 200 (+27) 250 (+27) 155(+3.8) 127 (:04) 144 (s53)  48.0 (+2.9)
2_Temprana591 247 (+25) 302 (+28) 193 (+34) 153 (+:01) 229 (+7.7)  47.3(x05)
2_Tardia_591 202 (+2.7) 251 (+27) 156 (+38) 127 (+04)  14.7(+54)  49.7 (+1.5)
2_Temprana—600 247 (+25)  301(+28) 194 (:34) 153 (:01) 229 (+7.8)  47.1 (+5.9)
2_Tardia_600 200 (+2.7) 249 (+27)  155(¢38) 127 (:04) 144 (53) 407 (+1.2)
2_Temprana_601 246 (+25) 303 (+20) 19.0(¢33) 154 (:00) 234 (x7.4) 421 (6.0)



2-Tardia-601 19.8 (+2.7) 247 (+2.6) 152(+3.8)  12.6 (+0.4)  14.6 (+5.4) 455 (+0.6)
2-Temprana—608 245 (+25) 302 (+2.7) 19.0(+34) 154 (x0.0) 233 (+7.5)  50.0 (+1.7)
2-Tardia-608 19.8 (+2.7) 247 (+2.6) 152(3.8) 126 (x0.4)  14.6 (+54)  46.3 (+1.3)
2-Temprana-609 245 (+2.4) 302 (+2.6) 19.0(+3.3) 154 (x0.0) 23.7(+7.3) 415 (5.7)
2-Tardia-609 19.9 (+2.7)  248(+2.7)  153(#3.8) 127 (x04)  145(:5.4)  47.8 (x1.0)
2-Temprana-1552 239 (+2.9) 296 (+3.1) 18.4(+3.8) 153(x0.1) 236(+7.2) 451 (+2.9)
2-Tardia-1552 201 (+2.7) 251 (+2.7) 155(+3.8) 127 (x04) 14.8(#5.3) 453 (+18)
2-Temprana-1575 251 (+2.5) 303 (x27) 20.1(#3.2) 153 (x0.1) 223 (¢7.7)  51.1(4.0)
2-Tardia-1575 196 (+2.8)  246(+2.9) 151(+3.9) 126 (x0.4)  14.0(¢53) 489 (+1.9)
2-Temprana-1579 248 (+2.8)  30.0(x2.9) 195(+35) 153(x0.2) 226 (+7.5)  49.8 (+4.2)
2-Tardia-1579 204 (+2.4) 254 (+2.4) 156(+3.8) 12.8(x0.3) 14.9(#5.6) 453 (x1.4)
2-Temprana-1673 250 (+2.5) 303 (x2.7) 19.9(+3.2) 153(x0.1) 222 (+8.0)  42.3(¢55)
2-Tardia-1673 201 (+2.7) 251 (+2.7) 155(+3.8) 127 (x0.4) 14.8(+53)  43.8(+16)
2-Temprana-1679 248 (+2.6)  30.1(+2.8) 19.6(+3.3) 153 (x0.1) 22.7(+7.8)  48.6 (x1.8)
2 Tardia-1679 19.9 (+2.7)  248(+2.7)  153(#3.8) 127 (x0.4)  145(:5.4) 482 (x1.7)
2-Temprana-GB 245 (+2.7)  295(+3.1) 19.8(+3.2) 15.0(x0.4)  20.8(+7.6)  57.2(+4.1)
2-Tardia-GB 193 (+3.0) 244 (+3.0) 147(¥3.9) 125(x05)  13.9(¢53)  56.1(+1.3)
2 Temprana-HA342 247 (+2.5)  30.1(+2.8)  19.4(¥3.4) 153 (x0.1)  22.9(+7.8) 435 (+2.3)
2-Tardia-HA342 202 (+2.7) 251 (+2.7) 156(+3.8) 12.8(x0.4) 147 (+54)  44.3(+13)
2-Temprana-HA89 248 (+2.8)  30.0(x2.9) 19.7(+35) 153(x0.2)  22.4(+7.6) 453 (+3.0)
2-Tardia-HA89 19.6 (+2.8)  24.6(+2.9) 15.1(+3.9) 12.6 (x0.4)  14.0(x5.3) 465 (x1.4)
2-Temprana 24.7 (0.2  30.1(x0.2° 19.4 (x0.4)° 153 (x0.2)* 227 (0.7  46.6 (+4.2)?
2-Tardia 19.9 (£0.2)° 249 (x0.2)° 153 (x0.2)° 127 (x0.1)> 145 (x0.3)°  43.0 (+5.4)?
3-Temprana-1552 252 (+3.1) 309 (x36) 19.7(x3.3) 149(x04) 259 (#6.4)  49.8 (x2.1)
3 Tardia-1552 215(+3.2) 268(+3.8) 167 (+3.6) 128(x05) 17.7(#6.2)  48.3 (x15)
3-Temprana-1579 252 (+3.1)  31.0(+36) 19.8(+3.2) 14.9(x04) 257 (#6.5) 485 (+1.7)
3-Tardia-1579 215(+3.1) 268(3.7) 167 (x3.6) 128(x05) 17.9(#6.2)  53.0 (x15)
3-Temprana-B123 251 (+3.2) 307 (x4.0) 19.8(+3.1) 15.1(x0.3) 25.6(7.4)  54.2 (x1.1)
3 Tardia-B123 213 (#3.2) 267 (x3.9) 16.4(+3.6) 12.9(x05) 183 (#5.9)  51.9 (x2.0)
3-Temprana-B91 251 (+3.0) 308 (x35) 19.8(+3.2) 14.8(x04) 256(+6.3)  57.8 (x1.2)
3-Tardia-B91 213 (#3.1) 264 (+3.7) 167 (¢3.6) 127(x05) 16.7(6.6)  52.0 (x1.7)
3-Temprana 252 (+0.1)*  30.8 (x0.1)*° 19.8 (x0.1)° 149 (x0.2)* 257 (+0.2)*  52.7 (+4.3)?
3-Tardia 21.4 (+0.2)° 267 (x0.2)° 16.6 (+0.1)° 12.8(x0.1)> 17.6 (+0.7)°  51.3 (+2.1)?

33
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tardias (Cuadro S2.1). En particular, las temperaturas medias mas bajas exploradas
durante este periodo explicaron, en parte, la mayor duracion de la fase vegetativa en las
FS tempanas (primavera) en relacion a las registradas en las FS tardias (verano) (Cuadro
S2.1).

En los afios experimentales 1 y 3 (15/16 y 17/18, respectivamente), ambas FS
presentaron temperaturas medias, maximas y minimas mas altas durante la etapa de
Antesis—MC que el afio experimental 2 (16/17). Por otra parte, el afio 3 presentd la mayor
radiacion incidente promedio en ambas FS. En cuanto a la duracion del periodo Antesis—
MC, hubo una diferencia de 10 dias, en promedio en ambas FS, entre el afio 1y los afios
2y 3. La duracion de esta etapa fue mayor en el afio 1 debido a un atraso en el momento
de cosecha en ambas FS.

2.3.2. Andlisis de los componentes principales.

Los CP1 y CP2 explicaron alrededor del 70% de la variabilidad de los datos
originales (46.7% y 23.8%, respectivamente) (Fig. 2.1). Los atributos que contribuyeron
a la variabilidad explicada por el CP1 fueron G.F.25, G.E.25, Ts0.F.10 y Ts0.F.25,
mientras que G.F.10 y G.E.10 contribuyeron a la variabilidad explicada por el CP2,
aunque G.E.10 fue mas relevante debido a que presentd un mayor largo del vector. Para
todos los genotipos en los tres afios experimentales, los frutos y embriones incubados a
25°C (G.F.25 y G.E.25, respectivamente) de plantas sembradas en FS tardias mostraron
un mayor nivel de germinacion a cosecha que las mismas estructuras provenientes de FS
tempranas. Asimismo, los dias de almacenaje post-cosecha requeridos para alcanzar el
50% de germinacién de los frutos fueron menores en FS tardias, independientemente de
la temperatura de incubacion (Tso.F.10 y Tso.F.25). EI CP2 discrimind segun la
germinacion a cosecha a baja temperaturas de incubacion (10°C). El efecto del atraso en

la FS solo tuvo un efecto de promocidn de la germinacion en frutos y embriones a cosecha
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Fig. 2. 1. Biplot del primer y segundo componente principal basado en variables estandarizadas
relacionadas con la dormicion (G.F.10, G.E.10, G.F.25, G.E.25, Tso.F.10 y Tso.F.25), para el
Experimento I. Las variables estan representadas por vectores desde el origen, mientras que los
genotipos por puntos. Los puntos rojos simbolizan los genotipos provenientes de FS tempranas,
y los azules, de FS tardias. EI nimero que precede al nombre del genotipo representa el afio
experimental en que se evalué.

en el genotipo B91. Por el contrario, las FS tempranas mejoraron la germinacion a 10°C

de los embriones a cosecha en algunos genotipos (AAL, 609, HA89 evaluados en el afio
1y 1552 en los afios 2 y 3). Los frutos y embriones de FS tempranas presentaron una
mayor variabilidad en su respuesta germinativa en ambos componentes principales que
los de FS tardias. Los genotipos provenientes del afio experimental 1 (Fig. 2.1, puntos
que comienzan con un nimero "1" antes del nombre del genotipo) mostraron, en general,
un menor nivel de dormicidon que los afios 2 y 3, incluso en FS tempranas. Este
comportamiento puede explicarse, en parte, por el atraso en la cosecha del primer afio
experimental en comparacion con los afios siguientes (Cuadro 2.2). Las poblaciones
naturalizadas BAR, LMA 'y AAL, se localizaron a la izquierda en lo que respecta al CP1

(es decir, mayor nivel de dormicion), incluso en FS tardias. Estos genotipos presentaron
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valores relativos bajos de G.F.25 y G.F.25 y valores relativos altos de T50.F.10 y
T50.F.25 en ambas FS. Mas alla de que se observaron diferencias entre FS, los genotipos
HA342 y B123 también mostraron un porcentaje relativamente bajo de germinacion de
frutos y embriones a cosecha en ambas temperaturas de incubacion incluso en FS tardias.
Por otra parte, los genotipos evaluados en el afio 2, como el 581, 591, 1579 y HA89, son
ejemplos en los que las FS tardias promovieron marcadamente la germinacion a cosecha
(y redujeron los tiempos en alcanzar el 50% de la germinacion a ambas temperaturas de
incubacion) a lo largo del CP1.

Las coordenadas del CP1 mostraron una asociacion negativa y significativa con
todas las variables ambientales registradas en la etapa Antesis—MC (Cuadro 2.3). Esto
indica que los genotipos que presentaron un alto porcentaje de germinacién de frutos y
embriones a cosecha a altas temperaturas de incubacion y, en consecuencia, los que
requirieron menos dias para lograr el 50% de germinacién de frutos a 10 y 25°C, se
asociaron con disminuciones de las temperaturas media, maxima y minima, el
fotoperiodo y la radiacion incidente. Todas estas condiciones son las que experimentan
los cultivos sembrados en FS tardias. Por otra parte, las coordenadas del CP2 (es decir, la
germinacion a 10°C) no se asociaron con ninguna variable ambiental registrada.

Cuadro 2. 3. Coeficientes de correlacion “r” de Pearson entre los CP1 y CP2 y las variables
ambientales registradas en la etapa Antesis—-MC (Cuadro 2.2), para el Experimento |. Los
asteriscos indican una relacion significativa (p-valor<0.05).

Variable Ambiental CP1 CP2
Temperatura Media diaria (°C) -0.61* 0.10
Temperatura Media Maxima diaria (°C) -0.60*  0.07
Temperatura Media Minima diaria (°C) -0.58* 0.14
Fotoperiodo medio (h) -0.69*  0.10

Radiacion Incidente Media diaria (MJ m) -0.62* 0.12

2.3.3. Andlisis de conglomerados

Los genotipos evaluados a lo largo de los tres afios experimentales se clasificaron

en cinco grupos en funcion de las diferencias en sus respuestas de germinacion entre FS
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Fig. 2. 2. Dendrograma de los 20 genotipos agrupados segln las diferencias entre FS tardias y
tempranas de las variables de germinacion analizadas (G.F.10, G.E.10, G.F.25, G.E.25, Tso.F.10
y Tso.F.25), para el Experimento I.

(Fig. 2.2). En la Fig. 2.3 se presenta un ejemplo representativo de cada grupo, en el que
se muestran los atributos de dormicion relacionados con las variables de germinacion
registradas (el comportamiento de todos los genotipos en cada grupo se presenta en la
Fig. S2.1).

El grupo 1 incluye Unicamente al genotipo 3-B91. En este genotipo las FS tardias
promovieron la germinacion de los frutos y embriones a cosecha a bajas temperaturas de
incubacion (10°C), donde frecuentemente se expresa la dormicion embrionaria en frutos
de girasol. Por otra parte, la salida de la dormicion de los frutos durante el almacenaje
post-cosecha (Tso.F.10 y Ts0.F.25) no mostré diferencias entre FS bajo ninguna

temperatura de incubacion.
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Fig. 2. 3. Ejemplos del comportamiento germinativo de genotipos segin los grupos determinados
por el AC (Fig. 2.2). A. Porcentaje final de germinacién de frutos (barras llenas) y embriones
(barras con lineas diagonales) a cosecha, incubados a 10 y 25°C, provenientes de FS tempranas
(barras rojas) y tardias (barras azules). Porcentaje final de germinacion de frutos en funcién de
los dias de almacenaje post-cosecha (DdAP), provenientes de FS tempranas (lineas rojas) y
tardias (lineas azules), incubados a 10°C (B) y a 25°C (C). Las barras (A) y los puntos (B 'y C)
representan los valores medios de germinacion (£EE, n=3). Cuando las lineas de error no se
muestran, el valor del EE de la media es menor que el tamafio del simbolo. En la Fig. S2.1 se
presentan todos los genotipos de cada grupo.

El grupo 2 esta formado por los genotipos 2-581, 2-591, 2-600, 2-601, 2-608,

2-609, 2-1575, 2-1579, 2-1673, 2-1679, 2-HA89, 3-1579. En este grupo, las FS
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determinaron diferencias marcadas en el nivel de dormicion: tanto los frutos como los
embriones de FS tardias incubados a 25°C mostraron un porcentaje de germinacion
méaximo o cercano al maximo (100%) a cosecha, mientras que frutos y embriones
provenientes de FS tempranas evaluados a la misma temperatura de incubacion
presentaron un porcentaje de germinacion nulo o cercano al 20%, respectivamente.
Asimismo, los frutos de FS tempranas mostraron una dinamica de salida de la dormicién
lenta durante el almacenaje post-cosecha. A 10°C de incubacion, los frutos y los
embriones de ambas FS mostraron un alto nivel de dormicion a cosecha. Sin embargo, la
velocidad de salida de la dormicion de frutos incubados bajo esta temperatura fue
significativamente mayor para aquellos provenientes de FS tardias.

El grupo 3 agrupa a los genotipos 1-609, 1-1552, 1-1579, 1-HA89, 2-1552, 3—
1552. En este grupo, el porcentaje de germinacion de embriones a cosecha, provenientes
de ambas FS fue méximo cuando se incubaron a 25°C. Sin embargo, los frutos cosechados
de plantas sembradas tardiamente germinaron mas a esta temperatura que los
provenientes de plantas sembradas en primavera. Por otro lado, a 10°C de incubacion, la
germinacién de los embriones fue mayor en las FS tempranas, mientras que los frutos
presentaron un porcentaje de germinacion practicamente nulo (es decir, alto nivel de
dormicion) en ambas FS. Durante el almacenaje post-cosecha, los frutos de FS tardias
alcanzaron el 50% de la germinacién a 10°C mas rapido que los de las FS tempranas en
la mayoria de los genotipos, mientras que a 25°C los frutos de ambas FS mostraron una
rapida y similar dindmica de salida de la dormicién. Este grupo mostrd6 una menor
respuesta al atraso en la FS en comparacién con el grupo 2. Como se ha comentado
anteriormente, esto puede deberse en parte a la demora en la cosecha durante el primer
afno experimental (Cuadro 2.2), ya que los genotipos que se reevaluaron al afio siguiente

(Ano 2, 2016/2017), 2-1579, 2-609 y 2-HA89, formaron parte del grupo 2. El genotipo
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1552 se agrup6 en el mismo grupo en los tres afios experimentales, lo que indica una gran
estabilidad en la respuesta al atrasar la FS en este genotipo.

El grupo 4 incluye a los genotipos 1-LMA, 1-BAR, 1-EC, 2-GB. Se observé un
alto nivel de dormicion de frutos a cosecha bajo ambas temperaturas de incubacion para
la mayoria de los genotipos en ambas FS. Lo contrario ocurrié con los embriones: estos
presentaron un nivel de dormicién variable, con diferencias entre FS dependientes del
genotipo. Durante el almacenaje post-cosecha, se observaron grandes diferencias entre
FS cuando los frutos se incubaron a 10°C (las FS tardias mostraron un menor tiempo en
alcanzar el 50% de la germinacion que las FS tempranas), mientras que las diferencias
fueron menos evidentes cuando la germinacion ocurrié a 25°C. En el caso de LMA 'y
BAR (genotipos silvestres; Fig. S2.1), los valores de germinacion fueron inferiores a
25°C en comparacion con 10°C, y se mantuvieron por debajo del 30% en ambas FS
incluso después de 150 dias de almacenaje, evidenciando la presencia de termo-
inhibicion (Gay et al., 1991; Sung et al., 1998; Argyris et al., 2008; Contreras et al., 2009;
Dominguez et al., 2016, 2019; Arata et al., 2021).

Finalmente, el grupo 5 esta formado por 1-AAL, 3-B123 y 2-HA342. Este grupo
también se caracteriz6 por un profundo nivel de dormicién de frutos a cosecha, en ambas
FS y temperaturas de incubacion. Los materiales cultivados (HA342 y B123; Fig. S2.1)
mostraron una baja germinacion embrionaria a cosecha, aunque las FS tardias mejoraron
ligeramente la germinacion tanto de frutos como de embriones cuando fueron incubados
a 25°C. Por otro lado, el genotipo silvestre (AAL; Fig. S2.1) mostrd6 una mayor
germinacion de embriones a bajas temperaturas de incubacion en la FS temprana. Durante
el almacenaje, los frutos de las FS tardias mostraron una salida de dormicion mas rapida
que los de las FS tempranas, a ambas temperaturas de incubacién. La termo—inhibicidn

también se observo en la poblacidn silvestre cuando se incubd a 25°C, tal como se reporto
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en los genotipos silvestres del grupo 4. Sin embargo, en este caso fue mas débil y se alivio
significativamente con las FS tardias. Cabe aclarar que, aunque los grupos 4 y 5 son muy
similares entre si, en el grupo 5, las diferencias entre FS en Tso.F.25 fueron mayores que
en Tso.F.10 (excepto HA342), comparado con lo observado en el grupo 4. Esta fue la

principal razén de la separacion entre estos grupos.

2.3.4. Caracterizacion del ambiente explorado por las plantas durante el desarrollo del

fruto. Experimento Il.

De manera similar al experimento I, el atraso en la FS determin6 una disminucion
de las temperaturas medias, maximas y minimas diarias, del fotoperiodo promedio diario
y de la radiacion incidente media diaria, experimentada por las plantas durante la etapa
Antesis—-MC (Cuadro 2.4). Sin embargo, el ambiente térmico, fotoperiddico y de
radiacion incidente explorado por las plantas sembradas el 1 de septiembre, el 3 de
octubre y el 1 de noviembre fue relativamente similar (letras iguales), mientras que las
sembradas el 1 de diciembre y el 4 de enero mostraron valores inferiores para cada una
de las variables ambientales registradas durante el periodo (Cuadro 2.4).

Cuadro 2. 4. Valores medios (£DE) de las variables ambientales registradas entre Antesis-MC
(R5.5, Schneiter y Miller, 1981), para el genotipo 1579 seglin FS, en la campafia 16/17
(experimento 11). Letras distintas indican diferencias significativas entre FS (p-valor<0.05).
Abreviaturas: TMd (°C): Temperatura Media diaria, en °C; TMMxd (°C): Temperatura Media
Méaxima diaria, en °C; TMMnd (°C): Temperatura Media Minima diaria, en °C; Fp (h):
Fotoperiodo medio, en horas; RIMd (MJ m2): Radiacion Incidente Media diaria, en MJ m™.

o TMMxd TMMnd RIMd
FS T™d ( C) (oC) (oC) Fp (h) (MJ mZ)
1de septiembre  24.8 (+2.8)® 30.0 (+2.9)* 195 (¥3.5)% 15.3(+0.2)® 22.6 (+7.5)?
3 de octubre 247 (2.9)® 29.7 (+3.2)° 19.8(+3.6)* 151 (¥0.3)° 21.4 (+7.1)%
1de noviembre  25.0 (+3.0)® 30.1 (¥3.5) 20.1(¥3.1)° 145 (x0.4)> 20.2 (+6.2)%®
1de diciembre  23.1(+3.6)° 28.4 (+4.0)° 18.1 (¥4.2)° 13.7 (+0.4)°¢ 18.4 (+5.8)"
4 de enero 20.4 (x2.4)¢ 254 (+2.4)" 159 (+3.8)" 12.8(+0.3)¢ 14.9 (45.6)°

La duracion del ciclo de cultivo disminuyd conforme se atraso la FS (Fig. S2.2),

en particular la fase vegetativa (Siembra—R1) y reproductiva temprana (R1-R5.5). Estas
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reducciones en la duracion del ciclo se asociaron a aumentos en la temperatura media
experimentada por las plantas durante estos periodos (r Pearson = -0.99, p-valor<0.05)
(Siembra—Antesis; Cuadro S2.2). A su vez, se observo una reduccién en el rendimiento
por planta con el atraso en la FS, particularmente en las dos ultimas fechas de diciembre
y enero (Cuadro S2.3). El peso seco del fruto fue menor en las FS de noviembre,
diciembre y enero (Cuadro S2.3, Fig. S2.3), explicado por una menor (aunque no
significativa) tasa de llenado en las FS mas alla de octubre (Cuadro S2.3, Fig. S2.3). Las
tasas de secado del fruto de las FS tempranas (de septiembre, octubre y noviembre) fueron
mayores a las obtenidas en las FS tardias. De hecho, en estas Gltimas se observo una
velocidad de secado inicial mayor y una final menor (modelo bilineal), dada por la
disminucion de la temperatura y radiacion incidente, junto con un aumento de la humedad
relativa del ambiente durante el otofio (Cuadro S2.4, Fig. S2.4).

La disminucion del rendimiento observada en las FS de diciembre y enero se
relaciond con un periodo Siembra—Antesis mas corto (Cuadro S2.3, Fig. S2.2),
ocasionando probablemente un menor nimero de flores diferenciadas en el &rea
generativa y, por consiguiente, un menor numero potencial de granos (Chimenti et al.,
2001). Adicionalmente, las condiciones restrictivas de radiacion durante el fin del periodo
critico (Cuadro S2.2), que involucra la antesis propiamente dicha y el cuaje de las flores
a frutos, pudo haber incidido en un menor nimero final de frutos (Cantagallo y Hall,
2002; Cantagallo et al., 2004). Ademas, la FS de enero estuvo expuesta a temperaturas
medias y niveles de radiacion significativamente mas bajos desde la antesis hasta la MC
en comparacion con el resto de las FS, en particular desde Antesis—MF (Cuadro S2.2), lo
que explica, parcialmente, el menor rendimiento determinado por un menor peso de los

frutos en la FS maés tardia (Cuadro S2.3, Fig. S2.3).
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2.3.5. Efecto de las fechas de siembra escalonadas sobre la germinacidn de las distintas

estructuras gue componen el fruto. Experimento I1.

La germinacion a 10 y 25 °C de frutos, semillas y embriones aumentd durante el
almacenaje post-cosecha (Fig. 2.4), poniendo en evidencia la disminucion en el nivel de
dormicion durante este periodo. Sin embargo, la germinacién fue superior a 25°C, en
concordancia con la mayor expresion de la dormicion a bajas temperaturas observada en
el experimento |. A medida que se retiraron las cubiertas del fruto (pericarpo y cubierta
seminal), la germinacion de las estructuras aumento: los embriones germinaron méas que

las semillas, y éstas, més que los frutos enteros; este efecto fue mas evidente a 25°C de

incubacion.
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Fig. 2. 4. Porcentaje final de germinacién de frutos, semillas y embriones en funcién de los dias
de almacenaje post-cosecha, incubados a 10°C (panel superior) y 25°C (panel inferior), del
genotipo 1579 del Experimento Il. Las lineas representan cada una de las FS: 1 de septiembre
(cuadrado rojo), 3 de octubre (rombo naranja), 1 de noviembre (tridngulo verde), 1 de diciembre
(triangulo invertido negro) y 4 de enero (circulo azul). Los puntos indican el promedio de
germinacion (£EE, n=3). Cuando las lineas de error no se muestran, el valor del EE de la media
es menor que el tamafio del simbolo.

La germinacion a cosecha y la dindmica de salida de la dormicién de las distintas

estructuras durante el almacenaje post-cosecha respondieron en forma diferencial a la FS

(Fig. 2.4). En general, tanto la germinacién a cosecha como la ocurrida durante los
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distintos momentos muestreados durante el almacenaje post-cosecha aumentaron con el
atraso en la FS, exceptuando a la siembra de noviembre, que mostré un comportamiento
maés erratico. Ademas, los frutos provenientes de plantas sembradas en enero mostraron
un aumento significativo del porcentaje de germinacion a ambas temperaturas de
incubacién en relacién a lo observado con los provenientes de FS més tempranas.

A cosecha, frutos, semillas y embriones provenientes de las cinco FS evaluadas
presentaron un porcentaje de germinacion nulo cuando fueron incubados a 10°C. Sin
embargo, a los 30 dias de almacenaje post-cosecha, las tres estructuras de la FS més tardia
(de enero) germinaron cerca del 100%, mientras que las de FS mas tempranas mostraron
valores de germinacion apenas superiores al 25%. Las diferencias en la germinacion de
los frutos entre FS se observaron mas claramente a los 60 dias de almacenaje post-cosecha
bajo ambas temperaturas de incubacion, aunque menos evidentes a 25°C. Los frutos de
la FS de enero germinaron cerca de 100% a cosecha, mientras que los de la FS de
diciembre necesitaron 60 dias de almacenaje post-cosecha para alcanzar el 100% de
germinacion. Por su parte, los frutos de las FS méas tempranas alcanzaron valores cercanos

al 70% de germinacion a los 90 dias de almacenaje.

2.4. Discusion

Las variaciones en la FS afectaron el nivel de dormicién de los frutos a cosecha y
durante el almacenaje post-cosecha. En todos los genotipos y afios estudiados, los frutos
provenientes de las plantas sembradas tarde en la estacion de crecimiento (diciembre o
enero) presentaron un nivel de dormicién mas bajo que los provenientes de plantas
sembradas temprano (septiembre u octubre) (Fig. 2.1). En general, los frutos cosechados
en FS tardias mostraron un porcentaje de germinacién de frutos y embriones a 25°C

mayor que los cosechados en FS tempranas (Fig. 2.1). A bajas temperaturas de incubacion
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(10°C), el atraso en la FS generalmente no determiné un aumento en el porcentaje de
germinacion, exceptuando al genotipo B91 (Fig. 2.1). Por su parte, la salida de la
dormicion de frutos en ambas temperaturas de incubacion fue méas rapida en frutos
provenientes de plantas sembradas tardiamente (Fig. 2.1). Un aumento de la germinacion
por efecto de atrasar la FS ha sido reportado anteriormente por Bodrone et al. (2017) y
Pizzorno et al. (2014) en girasol y por Jacobsen et al. (1999) y Ceccato et al. (2011) en
quinoa (Chenopodium quinoa).

Un aspecto importante a destacar es la mayor variabilidad en el nivel de dormicién
observada en las FS tempranas que en las tardias (Fig. 2.1). Esto sugiere que, a la hora de
fenotipar germoplasmas de girasol en base a atributos de dormicion, como los empleados
en este estudio (germinacion a cosecha y tiempo en alcanzar determinado porcentaje de
germinacién durante el almacenaje), las FS deben ser tempranas, para poder identificar
las diferencias entre los genotipos.

Aunque la respuesta general al atraso en la FS fue promover la germinacion, se
identificaron diferencias en la magnitud de la respuesta entre genotipos (Fig. 2.2, Fig. 2.3,
Fig. S2.1) en lo que respecta al nivel de dormicion a cosecha y durante el almacenaje
post-cosecha, temperaturas de expresion de la dormicion y estructuras del fruto que
imponen la dormicion (pericarpo o embrion). Por ejemplo, todos los genotipos del grupo
2 presentaron una disminucion notable del nivel de dormicion a altas temperaturas de
incubacion a cosecha y durante el almacenaje post-cosecha, como resultado del atraso en
la FS (Fig. 2.3, Fig. S2.1). Por el contrario, los genotipos de los grupos 1y 3 mostraron
cambios menores en el nivel de dormicién en respuesta a las variaciones en la FS,
mientras que los grupos 4 y 5 mostraron una respuesta intermedia (Fig. 2.3, Fig. S2.1).
En lo que respecta a la expresion de la dormiciédn a diferentes temperaturas de incubacion

y la estructura que impone la dormicién, la mayoria de los genotipos de los grupos 2y 5
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mostraron un alto nivel de dormicion embrionaria a cosecha en ambas FS cuando se
incubaron a 10°C (Fig. 2.3, Fig. S2.1). En concordancia, se observo una lenta disminucién
del nivel de dormicién para los frutos provenientes de FS tempranas, mientras que el
atraso en la FS provoco una sustancial disminucion en este atributo (Fig. 2.3, Fig. S2.1).
El experimento Il sobre el genotipo 1579 demostrd que la disminucion del nivel de
dormicion a bajas temperaturas (que se observa como un aumento de la germinacion a
10°C durante el almacenaje post-cosecha), en respuesta al atraso en la FS, se explico
principalmente por la pérdida de dormicion embrionaria (Fig. 2.4; Corbineau et al., 1990),
mientras que la contribucion de la cubierta seminal fue menos importante. Por el
contrario, un bajo nivel de dormicién embrionaria desde la cosecha en ambas FS fue
exhibido por los genotipos del grupo 4 (Fig. 2.3, Fig. S2.1). Sin embargo, los frutos
pertenecientes a este grupo mostraron un alto nivel de dormicién, lo que indica que, en
estos genotipos, el pericarpo es la estructura que explicaria el nivel de dormicion del fruto
a cosecha en ambas FS. Dentro de este grupo, las poblaciones naturalizadas LMA y BAR
mostraron una fuerte inhibicion de la germinacion a 25°C. Estos resultados son
coherentes con los presentados por Presotto et al. (2014) y Hernandez et al. (2017, 2019),
que observaron un bajo porcentaje de germinacion en los mismos genotipos cuando las
temperaturas de incubacion superaban los 15-20°C. Ademas, la FS tardia mostro efectos
menores sobre la tasa de salida de la dormicion durante el almacenaje post-cosecha
cuando la germinacion se evalu6 a 25°C, lo que sugiere que la inhibicién de la
germinacion a altas temperaturas de incubacion, en estos genotipos, no seria afectada en
forma significativa por variaciones en la FS. Por altimo, el genotipo B91 (del grupo 1;
Fig. 2.3, Fig. S2.1), mostr6 a cosecha una disminucion significativa del nivel de
dormicion de los frutos como resultado del atraso en la FS cuando estos se incubaron a

10°C. En forma contraria, la mayoria de los genotipos del grupo 3 presentaron un aumento



47

de la dormicion embrionaria a cosecha a 10°C en FS tardias (Fig. 2.3, Fig. S2.1).
Resultados similares al encontrado en el grupo 3 fueron documentados por Bodrone et al.
(2017) en un hibrido comercial de girasol sembrado en dos FS contrastantes.

Para ilustrar los cambios en el rango térmico permisivo para la germinaciéon como
consecuencia de atrasos en la FS, se estimaron las temperaturas limite inferior (Tiso)) y
superior (Tsso) para la germinacion, segin Batlla y Benech-Arnold (2015) (ver
Desarrolloy validacion de modelos en Anexo; Cuadro S2.5, Fig. S2.5) para FS tempranas
y tardias. Este andlisis se realiz6 para algunos genotipos (1552, 1579 y AAL) en los que
las pruebas de germinacion se ensayaron a varias temperaturas de incubacion en el primer
afio experimental (15/16, ver seccion 2.2.3. Ensayos de germinacion). En todos los casos
el atraso en la FS determind una ampliacion del rango térmico permisivo para la
germinacién. Sin embargo, la magnitud y direccién de cambio (hacia bajas o altas
temperaturas de incubacion) difirié entre genotipos (Fig. 2.5). En el genotipo 1552, para
frutos evaluados 30 dias después de la cosecha (Fig. 2.5A, Cuadro S2.5, Fig. S2.5), los
cambios fueron principalmente consecuencia de cambios en Tio), es decir, los frutos
provenientes de FS tardias adquirieron la capacidad de germinar a temperaturas mas
bajas. Lo contrario se observo en el genotipo 1579 (Fig. 2.5B, Cuadro S2.5, Fig. S2.5),
en donde el aumento del rango en las FS tardias fue consecuencia de una mayor Tso) (es
decir, aumento la capacidad de germinar a mayores temperaturas). Por otro lado, en la
poblacién silvestre AAL (Fig. 2.5C, Cuadro S2.5, Fig. S2.5) un atraso en la FS determino

una ampliacion del rango térmico por una menor Tiso) Y una mayor Tsso). El atraso en la
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FS no solo afect6 el rango térmico permisivo para la germinacion de los frutos, sino
también la velocidad de germinacion de los mismos. Menores valores de tiempo térmico
(6T s0)) y de su distribucion estandar (o 6T s0)) (Cuadro S2.5) fueron determinados en FS
tardias. Menores valores de estos parametros determinan una germinacion més rapida y
uniforme que garantizaria una sincronizacion adecuada de la emergencia de las plantulas
en el campo.

El atraso en la FS expuso a los frutos a una menor temperatura, radiacion y
fotoperiodo durante su desarrollo en la planta madre (Cuadro 2.2, Cuadro 2.4)
determinando menores niveles de dormicion (Fig. 2.1, Fig. 2.3, Fig. 2.4, Fig. S2.1). Sin
embargo, los resultados del experimento Il mostraron que la disminucion en el nivel de
dormicion fue més evidente en FS de diciembre y enero (en este Gltimo caso ain mas
marcada la disminucion) en comparacion con las FS méas tempranas (Fig. 2.4). Esta
respuesta a la FS, se correlaciona con el patrén de cambio en las condiciones ambientales
durante el desarrollo de los frutos con el atraso en la FS, en la que las variables
ambientales fueron similares entre septiembre y noviembre y mostraron una marcada
disminucion en diciembre y enero (Cuadro 2.4, Cuadro S2.2). Trabajos previos realizados

por Rodriguez et al. (2001) en cebada y Bodrone et al. (2017) en girasol sugirieron que el
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Fig. 2. 5. Fraccién germinativa de los frutos en el rango térmico 0-50°C para 1552 (A), 1579 (B)
y AAL (C) a los 30 dias de almacenaje post-cosecha (afio 15/16, Experimento 1). Las lineas rojas
representan las FS tempranas y las azules las FS tardias. Las flechas en cada panel indican hacia
qué direccion se corren los limites inferior [Tiso)] Y/0 superior [Tsso)] con el atraso en la FS. Los
valores medios de Ti, Ts y 0T, con sus desviaciones estandar se muestran en la Cuadro S2.5 y las
curvas de germinacion observadas y simuladas por el modelo se presentan en la Fig. S2.5. Las
simulaciones se realizaron segun el modelo matematico propuesto por Batlla y Benech-Arnold
(2015). Los supuestos del modelo se encuentran en las notas suplementarias al capitulo 2 (ver
Desarrollo y validacion de modelos).
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nivel de dormicién a cosecha esta regulado principalmente por la temperatura
experimentada por las semillas durante las Gltimas etapas del desarrollo de las mismas en
la planta madre. Las variables ambientales registradas desde la MF hasta la MC mostraron
una correlacion negativa y significativa (Cuadro S2.6) con la germinacion de frutos a 10
y 25 °C a 60 dias de almacenaje post-cosecha (donde se observo una mayor variabilidad
entre FS; Fig. 2.4), mientras que no se observd ninguna correlacion para las variables
ambientales registradas durante el periodo de Antesis—-MF. Esto apoya la hipétesis de que
la regulacion ambiental de la dormicion puede tener lugar en etapas posteriores del
desarrollo de la semilla (es decir, después de la MF). Sin embargo, el disefio experimental
realizado aqui no permitid distinguir adecuadamente el/los factor/es responsable/s de la
dormicion, ya que los factores ambientales correlacionan entre si.

La industria semillera requiere de semillas de alta calidad (que germinen en un
amplio rango de temperaturas) poco después de la cosecha, para su acondicionamiento y
embolsado. El alto nivel de dormicidn dificulta la comercializacion y aumentan los costos
de almacenaje y procesos de ruptura de la dormicién. Con la dormicién persistente
durante el almacenaje post-cosecha, también se ven amenazadas tareas como la
sincronizacién de floracion para producir hibridos. Los resultados presentados en este
capitulo demuestran que el manejo de la FS genera lotes de semillas con un menor nivel
de dormicion y mayor velocidad de germinacién (Fig. 2.5, Cuadro S2.5, Fig. S2.5). Sin
embargo, el atraso en la FS también provoca una disminucion del rendimiento por planta
(Cuadro S2.3). Surge entonces el interrogante de hasta qué punto es posible lograr lotes
de semillas con un bajo nivel de dormicion atrasando la FS sin perder cantidades
significativas de rendimiento. Para ilustrar esta cuestion, se graficaron los rendimientos y
los Tso0.F.25 (ver seccion 2.3.2. Andlisis de los componentes principales) (Fig. 2.6); este

ultimo parametro mostré un patron de cambio méas gradual con el atraso en la FS que los



50

datos observados en la Fig. 2.4. Los resultados obtenidos se pueden dividir en tres zonas
(Fig. 2.6). En la zona 1, se obtienen los mayores rendimientos, pero con un alto nivel de
dormicion de los frutos. En la zona 2, pequefias reducciones en el rendimiento van
acompafadas de una importante reduccién en el nivel de dormicién. Por Gltimo, la zona
3 muestra que un nivel més bajo de dormicion se corresponde con los rendimientos
significativamente més bajos (Cuadro S2.3). Este andlisis sugiere que es posible manejar
la FS para obtener lotes de semillas méas despiertas que (i) requieran un menor tiempo de
almacenamiento para su procesamiento y embolsado sin pérdidas significativas en el
rendimiento o (ii) aseguren lo antes posible la emergencia de plantulas para lograr

sincronizar los tiempos de floracion entre las plantas macho y hembra.
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Fig. 2. 6. Rendimiento por planta (en gramos, linea negra) y tiempo (en dias) para alcanzar el
50% de la germinacion de frutos (Tso.F.25, linea roja) a 25°C en funcion de la FS. Se presentan
valores medios (+EE, n=3) de rendimiento, mientras que el Tso.F.25 se estimdé mediante
interpolacion lineal (ver seccion 2.2.4. Andlisis estadistico). Tres zonas fueron marcadas segin el
rendimiento y el nivel de dormicion. Estos datos corresponden al Experimento I1.



CAPITULO 3. Efecto de la fecha de siembra sobre el nivel de dormicion en frutos
de girasol. Estudio de los mecanismos fisiologicos involucrados
3.1. Introduccion

En el capitulo 2 se estudio el efecto del atraso en la FS sobre el nivel de dormicién
de los frutos en una amplia gama de genotipos de girasol. En el presente capitulo, se
profundizara en el estudio de los mecanismos fisiol6gicos involucrados en los cambios
en el nivel de dormicién de los frutos causados por variaciones en la FS. Para ello se
utilizaron dos genotipos que evidenciaron (a) cambios significativos en el nivel de
dormicién ante cambios en la FS en el afio 15/16 (genotipos 1552 y 1579; Cuadro 2.1) y
(b) expresion de la dormicion a diferentes temperaturas de incubacién (1552 a bajas y
1579 a altas temperaturas) (Fig. S2.1 grupo 3).

El nivel de dormicién de una semilla o fruto esta principalmente determinado por
el balance entre dos hormonas: el ABA, que actla promoviendo la dormicion y las GAs,
que la reduce (Bewley et al., 2013). La regulacion de la dormicién a través de estas
hormonas se establece tanto, por variaciones en el contenido como en la sensibilidad de
los tejidos a la accion de las mismas (Hilhorst, 1995; Steinbach et al., 1997; Koornneef et
al., 2002; Kermode, 2005; Feurtado y Kermode, 2007). La evidencia disponible en girasol
demuestra que el ABA es necesario para inducir la dormicion de los embriones en
desarrollo a través de un pico en el contenido enddgeno de la hormona alrededor de los
13-15 dias luego de la antesis (Le Page-Degivry et al., 1990). Una vez inducida la
dormicion primaria, el mantenimiento de la misma durante el desarrollo del fruto estaria
determinado por la capacidad de sintesis de ABA de los embriones (Le Page-Degivry y
Garello, 1992). Por otro lado, en frutos y embriones maduros (es decir, secos), las
evidencias disponibles sugieren que la sensibilidad a la inhibicion de la germinacion por

el ABA exdgeno seria el mecanismo responsable de mantener la dormicion luego de la
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cosecha, sin observarse cambios en el contenido de ABA o sintesis de ABA de novo de
los embriones durante esta etapa (Bianco et al., 1994; Le Page-Degivry et al., 1996;
Rodriguez et al., 2018). Esta sensibilidad disminuye conforme los frutos van perdiendo
la dormicion durante la post-cosecha (Rodriguez et al., 2018). A su vez, con el avance de
la madurez de los frutos en la planta madre, disminuye el nivel de dormicion de los
embriones durante el almacenaje post-cosecha, aumentando su sensibilidad a las GAs (Le
Page-Degivry et al., 1996). Otra de las hormonas que podria estar involucrada en la
ruptura de la dormicion es el etileno. En numerosas especies se ha reportado un efecto
promotor de la germinacion por etileno. Esta hormona estaria actuando a través de la
inhibicion de la sefalizacion (Arc, 2013) y sintesis de ABA (Corbineau et al., 1988,
Corbineau et al., 2014). Especificamente en girasol, se ha demostrado que la presencia
del pericarpo y el ABA reducen la conversion del precursor ACC a etileno, disminuyendo
la germinacion de los frutos (Corbineau et al., 1989).

A pesar de que se conoce en detalle, a escalas moleculares y genéticas, como estas
hormonas y los genes que se expresan se relacionan con el nivel de dormicion, el efecto
del AM sobre dicha regulacion ha sido escasamente estudiado. En trabajos donde se
analiz6 el efecto ambiental sobre el nivel de dormicion en semillas de cebada asociados
a cambios en la latitud, se observd que las semillas producidas en Espafia (mayores
temperaturas y déficit hidrico durante el llenado de la semilla) presentaron un mayor
porcentaje de germinacion (es decir, menor nivel de dormicion) que las producidas en
Escocia. Esta menor dormicion se asocié a una menor sensibilidad al ABA y no a un
menor nivel endégeno de ABA en frutos maduros (Romagosa et al., 2001). Los cambios
en la latitud y/o en la FS producen variaciones en la temperatura, en el fotoperiodo y en
el nivel de radiacién incidente que exploran las semillas durante su desarrollo en la planta

madre, afectando el nivel de dormicion de las mismas. Trabajos realizados por Contreras
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(2007) estudiaron el efecto del fotoperiodo sobre la dormicién en semillas de lechuga.
Fotoperiodos més largos aumentaron el nivel de dormicion de las semillas, lo que estuvo
asociado a un mayor contenido de ABA y mayor sensibilidad de las semillas al agregado
exogeno de esta hormona. Sin embargo, en girasol, estudios realizados por Pizzorno
(2021) concluyeron que la extension del fotoperiodo durante el desarrollo de los frutos
no produce cambios significativos en el nivel de dormicion a cosecha. En relacion a los
otros factores que podrian cambiar con la FS, como la temperatura y la radiacion, se
observd que el aumento de la temperatura y la disminucion de la radiacion durante el
llenado disminuyen, en general, el nivel de dormicion de las semillas a cosecha (Maun y
Cavers, 1971; Walker-Simmons y Sessing, 1990; Saranga et al., 1998; Garello y Le Page-
Degivry, 1999; Steadman et al., 2004; Frascaroli et al., 2005; Sung et al., 2008; Contreras
et al., 2009; Kendall et al., 2011; Gallagher et al., 2013; He et al., 2014; Barrero et al.,
2020; Chen et al., 2020). En forma contraria a lo observado en la mayoria de las especies,
en girasol aumentos en la temperatura aumentan el nivel de dormicion de los frutos, lo
que estaria determinado por variaciones en la sensibilidad al ABA de los frutos (Bodrone
et al., 2017). Los efectos particulares de la temperatura y de la radiacion durante el
desarrollo como factores que modulan el nivel de dormicion de los frutos y los
mecanismos hormonales asociados a esta respuesta se abordaran en los capitulos 4 y 5
respectivamente.

El efecto del AM sobre la dormicién de las semillas se asocid en varias especies
y contextos a cambios estructurales y quimicos de las cubiertas, como cambios en el
espesor y en el contenido de compuestos que inhiben la germinacion (Bewley et al.,
2013). En Chenopodium quinoa, Amaranthus hybridus y girasol, atrasos en la FS
generaron semillas con cubiertas mas finas y con un menor nivel de dormicion que las

provenientes de FS tempranas (Ceccato et al., 2015, Fernandez Farnoccia et al., 2021;
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Pizzorno, 2021). En el caso del girasol se sabe que las cubiertas limitan el suministro de
O2 al embrion, lo que podria estar modulando la dormicién de los frutos (Borisjuk y
Rolletschek, 2009). La condicién de hipoxia a la que est& expuesto el embrion dentro de
la semilla o fruto puede afectar la tasa de catabolizacion y/o sefializacién del ABA o de
otros inhibidores de la germinacién (Barthe et al., 2000; Benech-Arnold et al., 2006;
Mendiondo et al., 2010; Dominguez et al., 2019). Més alla de estas evidencias, se
desconoce si el ambiente en el que maduran las semillas puede afectar el nivel de hipoxia
al que estan expuestos los embriones, la sensibilidad de los embriones a esta condicion
de hipoxia, y como esta condicion podria interactuar con los mecanismos hormonales que
regulan el nivel de dormicion.

En base a lo expuesto, el objetivo de este capitulo fue estudiar los mecanismos
fisiolégicos que determinan las variaciones en el nivel de dormicion de los frutos de
girasol ante variaciones en la FS. Para ello se establecieron los siguientes objetivos
parciales: (i) estudiar el efecto del atraso en la FS sobre la germinacion en desarrollo, a
cosecha y durante el almacenaje post-cosecha de frutos, semillas y embriones en dos
genotipos de girasol y (ii) evaluar si los cambios en el nivel de dormicion causados por
variaciones en la FS estan relacionados con cambios en (a) el nivel enddgeno de ABA
durante el desarrollo, (b) la capacidad de los embriones de sintetizar ABA durante el
desarrollo tardio del fruto, (c) la sensibilidad al ABA, GAs y etileno, (d) la sensibilidad
de las distintas estructuras del fruto a la hipoxia y si esta condicion afecta la sensibilidad
de los embriones al ABA, (e) la anatomia del pericarpo y (f) el potencial de crecimiento

del embridn.

3.2. Materiales y métodos

3.2.1. Sitio de los ensayos, material vegetal y fechas de siembra.
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Se llevaron a cabo ensayos a campo sembrando cultivos de girasol en FS
contrastantes con el objetivo de exponer a las plantas a distintas condiciones ambientales
durante su ciclo, particularmente durante la etapa de desarrollo de los frutos. Los
experimentos se realizaron en el campo experimental de la Facultad de Agronomia de la
Universidad de Buenos Aires, Argentina (34°25' S, 58°25' O) vy se utilizaron dos lineas
endocriadas: 1552 y 1579 (ver Cuadro 2.1). El genotipo 1552 se evalud en tres
temporadas: 2016/2017 (1 de septiembre-FS temprana y 4 de enero—FS tardia),
2017/2018 (10 de octubre-FS temprana y 4 de enero—FS tardia) y 2018/2019 (18 de
septiembre—FS temprana y 8 de enero—FS tardia). Por su parte, el genotipo 1579 fue
sembrado en las campafas 2017/2018 y 2018/2019, en las mismas FS que el genotipo

1552.

3.2.2. Condiciones generales de los ensayos a campo.

La conduccion del ensayo se realizd de manera similar a lo descripto en el capitulo
2. Brevemente, el disefio de los experimentos fue completamente aleatorio con tres
repeticiones (50 plantas por parcela). La densidad de siembra fue de 5 plantas m?2y la
distancia entre hileras de 0.52 m. Las plantas fueron fertilizadas con fdsforo y nitrégeno,
regadas por un sistema de riego por goteo, y mantenidas libres de plagas, enfermedades y
malezas. Se registro la fenologia de las plantas en los estadios reproductivos (Schneiter y
Miller, 1981). En R4, antes de la apertura de las flores, los capitulos fueron cubiertos con
bolsas de poliamida para evitar el intercambio de polen entre los distintos materiales.
Plantas que no difirieron en méas de dos dias en su fecha de antesis fueron agrupadas. La
polinizacidn se realizé diariamente de manera manual mediante el uso de pinceles. A partir
de los diez dias desde la antesis hasta la MC (11% de humedad) se tomaron muestras de

frutos para determinar la dindmica del peso fresco y seco. En MC los capitulos se cortaron
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y trillaron manualmente. Sélo se seleccionaron para los ensayos de germinacién los frutos
provenientes del tercio medio de los capitulos. El secado de los frutos luego de la cosecha
se realizd segun la metodologia explicada en la seccion 2.2.2. (capitulo 2). Los frutos
provenientes de cada una de las parcelas fueron agrupados en un “pool” y almacenados en
una atmosfera seca a 25°C. Tres capitulos por parcela fueron apartados para determinar el
rendimiento por planta. Las plantas se fertilizaron con fosforo a la siembra y con nitrégeno
en V4, y se regaron mediante un sistema de riego por goteo. Se aplicaron fungicidas e
insecticidas para mantener la sanidad. Los datos meteorolégicos fueron registrados por una

estacion meteoroldgica ubicada en el sitio experimental (Davis Vantage Pro2).

3.2.3. Ensayos de germinacion.

3.2.3.1. Momentos de muestreo.

Se realizaron muestreos de frutos durante la etapa de desarrollo de los frutos (70%,
65%, 60%, 55%, 40% y 25% de humedad de los frutos; estos momentos de muestreo
dependieron del afio evaluado y del genotipo), a cosecha (luego del secado a 6% de
humedad) y a intervalos regulares de aproximadamente 30-50 dias durante el almacenaje
post-cosecha. En los muestreos durante el desarrollo de los frutos se cosecharon 5
capitulos por repeticion. Los muestreos denominados “a cosecha” se realizaron
aproximadamente 67 dias luego de la trilla de los frutos, que fue lo que demandd, en
promedio, el proceso de limpieza y secado de los frutos.

3.2.3.2. Caracteristicas de los ensayos de germinacion.

Se colocaron 25 frutos (frutos enteros), 20 semillas (sin el pericarpo) y 20
embriones (sin pericarpo ni cubierta seminal) en placas de Petri de 9 cm de didmetro
(n=3) sobre dos discos de papel de filtro humedecidos con 5 ml de agua destilada o con

soluciones de distintas concentraciones de hormonas (ABA, GAs y etileno en forma de
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etefon) segun corresponda. En las soluciones de ABA se incluyd un inhibidor de sintesis
de ABA, fluridone (Pestanal ®, estandar analitico, SIGMA-ALDRICH), en una
concentracion de 100uM (de ahora en mas, “F100”). La razon de la inclusion de dicho
inhibidor fue la de prevenir cambios en el contenido enddgeno de ABA de los embriones
(debido a la sintesis) durante la incubacién en concentraciones fijas de ABA (Bodrone et
al., 2017). Ademas, se incubaron frutos y embriones en soluciones con inhibidores de
sintesis de GA (paclobutrazol 100uM, trinexapac ethyl 500uM y prohexadione-CA 100
KUM) para evaluar la posible sintesis de GA durante la incubacién. Las temperaturas de
incubacion fueron 10 y 25 °C y el tiempo de incubacion 15 dias. Los recuentos de
germinacién se llevaron a cabo cada dos dias, y cada unidad germinada fue retirada de la
placa de Petri. EI método de extraccion de semillas y embriones, y el criterio de
germinacion registrada en cada una de las estructuras se realizé segun la metodologia

explicada en la seccién 2.2.3 (capitulo 2).

3.2.4. Determinacién del contenido enddgeno vy la capacidad de sintesis de ABA durante

el desarrollo de los frutos.

Con el objetivo de determinar la dinamica del contenido de ABA de los embriones
durante el desarrollo del fruto en la planta madre, se muestrearon frutos (15) provenientes
de las distintas FS y genotipos en distintos momentos durante el desarrollo del fruto y a
cosecha. A los frutos muestreados se les retird el pericarpo y la cubierta seminal,
guedando el embridn aislado. En el genotipo 1552, la determinacion del contenido de
ABA se realiz6 en el embrién entero, mientras que en el 1579 se realiz6 sobre el eje
embrionario. Los embriones y ejes embrionarios fueron congelados en nitrégeno liquido,
liofilizados, pesados y molidos para la extraccion acuosa de ABA. Luego, a cada muestra

se le agreg6 agua destilada (100:1 v/p) y se la dejé durante toda la noche sobre un agitador
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a 4°C. Las muestras fueron centrifugadas a 10.000 rpm durante 4 minutos y se analizaron
50 pl del sobrenadante por muestra por radioinmunoensayo usando un anticuerpo
monoclonal AFR MAC 252 (Quarrie et al., 1988), y ABA tritiado (Amersham
Biosciences, Reino Unido), como se describe en Steinbach et al. (1995). Se calcul6 la
media y el EE (n=3, cada repeticion bioldgica evaluada en dos réplicas técnicas), y los
datos se expresaron en pg ABA mg™ PS de la muestra original. En cada muestreo se
determino el porcentaje de humedad de los frutos mediante la metodologia explicada en
el capitulo 2 (seccion 2.2.2.).

Con el objetivo de determinar la capacidad de sintesis de ABA de los embriones
se muestrearon frutos (15) en distintos momentos del desarrollo, incubados a 25°C en
aguay F100 (n=3). Para el genotipo 1552, los frutos se muestrearon con 55% de humedad
(2016/2017) y 45% de humedad (2017/2018), mientras que para el genotipo 1579, el
muestreo se realizd con frutos de 35% de humedad (2017/2018). Los momentos de
muestreo durante la incubacion fueron a las 12, 24, 48, 72, 96 y 120 h, dependiendo del
afio y del genotipo evaluado. De los frutos muestreados se extrajeron los embriones o ejes
embrionarios que fueron congelados, liofilizados y molidos. Para determinar el contenido
de ABA se siguié el mismo procedimiento explicado en el parrafo anterior. La capacidad
de sintesis de ABA durante la incubacion (de novo) se determin6 como la diferencia entre
el contenido de ABA de los embriones o ejes incubados en agua y en F100 (Le Page-
Degivry y Garello, 1992). Paralelamente se monitored la germinacién de frutos y
embriones incubados a 25°C. En todos los casos las determinaciones se realizaron antes

de que comience la germinacion.

3.2.5. Determinacion de la anatomia del pericarpo.
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Frutos recién cosechados se fijaron en FAA durante 48 h, se deshidrataron en una
serie ascendente de alcoholes, se clarificaron con xilol y se incluyeron en parafina pura.
Se obtuvieron cortes seriados de 10-15um de espesor mediante el empleo de un
micrétomo rotativo de Minot. Los materiales se tifieron con la doble coloracion
safranina—fastgreen que permite distinguir pared celular primaria y secundariay se realizo
un montaje definitivo con Bélsamo de Canada. Finalmente, los preparados histolégicos
se observaron y fotografiaron con un microscopio de fluorescencia (Zeiss, Axioplan). Las
mediciones de ancho del pericarpo se llevaron a cabo a partir de microfotografias digitales
utilizando el programa Image Tool (Wilcox et al., 2002). Estas determinaciones fueron
realizadas en la Catedra de Boténica General de la Facultad de Agronomia de la
Universidad de Buenos Aires. Esta determinacién se realizé en frutos provenientes de

ambas FS y genotipos en el afio 18/19.

3.2.6. Germinacioén de frutos, semillas y embriones en hipoxia.

Frutos y semillas fueron incubados a 25°C bajo concentraciones de oxigeno de 3
y 21%. La incubacion de estas estructuras a concentraciones menores de 21%0O> (es decir,
en condiciones de hipoxia) se realizd con el objetivo de evaluar en forma indirecta el
efecto de la presencia de las cubiertas del fruto (pericarpo y cubierta seminal) sobre la
imposicion de la dormicidn a través de una restriccion en la difusién de oxigeno al
embrion (Rolletschek et al., 2007). A su vez, para evaluar el efecto de la hipoxia sobre la
sensibilidad al ABA de los embriones se incubaron embriones a 3 y 21% de Oz en
combinacion con dosis crecientes de ABA (1, 5, 10 y 50uM). En todos los casos,
triplicados de 20 unidades de frutos, semillas o embriones fueron incubadas en bandejas

plasticas (9 cm de ancho x 6 cm de profundidad x 4 cm de alto) sobre un disco de papel
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de filtro con una capa de algodon debajo, humedecido con 50 ml de agua destilada o de
solucién de ABA.

Para disminuir la concentracién de oxigeno atmosférico (21%) las bandejas con
semillas fueron colocadas dentro de una cdmara pléastica transparente semipermeable (35
cm de ancho x 30 cm de profundidad x 15 cm de alto, con agua en la base, Modelo C—
274, BioSpherix, Estados Unidos) conectada a un controlador de oxigeno (PRO-OX
Modelo 110, BioSpherix, Estados Unidos). Las semillas sometidas a la concentracion de
oxigeno atmosférico fueron colocadas en cajas plasticas similares dentro de la camara. El
recuento de germinacion se realiz6 a los 7 dias de incubacion. Esta determinacion se
realiz6 en frutos y semillas provenientes de ambas FS y genotipos en el afio 17/18 a los
120 dias desde la cosecha; y en embriones de la campafia 18/19 a los 40 dias de

almacenaje post-cosecha.

3.2.7. Determinacion del potencial de crecimiento del embridn.

Veinte embriones (n=3) se incubaron en una solucion de PEG6000 que fue
equivalente a un potencial osmoético de -1.5MPa (segun la ecuacion determinada por
Michel, 1983). Los embriones fueron transferidos diariamente a soluciones frescas de
PEG con el fin de evitar variaciones en el potencial osmoético del medio de incubacidn,
sin realizar ningun lavado de los mismos previo a la transferencia. Se realizaron conteos
diarios de germinacion, hasta alcanzar un claro plateau. Para esta determinacion se
utilizaron embriones de 40 dias de almacenaje post-cosecha, provenientes de ambas FS 'y

genotipos en el afio 18/19.

3.2.8. Andlisis estadisticos.
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La caracterizaciéon del ambiente explorado por los cultivos, el rendimiento, los
subcomponentes del peso seco del fruto, el contenido de ABA y el espesor de pericarpo
se analizaron mediante un andlisis de la varianza y un test de comparaciones de medias
(Tukey), con un nivel de significancia del 5%. Dicha comparacion se realizd por genotipo.
La evolucion del peso seco del fruto y de la pérdida de humedad del mismo se ajusté a
los modelos explicados en el capitulo 2 (seccion 2.2.4). Se presentan los valores medios
y los EE de la germinacion final (luego de los 15 dias de incubacion). En los casos donde
se requirio hacer inferencia estadistica en los datos de germinacion, se llevaron a cabo
analisis no paramétricos (Kruskal-Wallis), con un nivel de significancia del 5%, ya que
los registros de germinacion no se distribuyen normalmente. Los softwares utilizados

fueron Infostat (Di Rienzo et al., 2012) y GraphPad Prism 7 (Motulsky, 2003).

3.3. Resultados

3.3.1. Caracterizacion del ambiente explorado por las plantas durante el desarrollo de

los frutos.

Tal como se observo en el capitulo 2, el atraso en la FS provoco una disminucion
en las temperaturas medias, maximas y minimas diarias, en el fotoperiodo promedio
diario y en la radiacion incidente media diaria, experimentada por las plantas durante todo
el ciclo del cultivo (Cuadro 3.1, Cuadro S3.1). Mas alla de las diferencias observadas
entre afos, las plantas sembradas en fechas tardias experimentaron una disminucién
promedio de 4.0°C, 4.1°C y 3.6°C en las temperaturas media, maxima y minima,
respectivamente, y de 2.4 h'y 7.5MJ m™ en el fotoperiodo medio y la radiacion incidente
media, respectivamente, durante el periodo de desarrollo de los frutos en la planta madre

(entre Antesis y MC).
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Cuadro 3. 1. Valores medios (xDE) de las variables ambientales registradas en el periodo
Antesis—MC segln FS, genotipo y afio. Letras distintas indican diferencias significativas entre FS
y afio (p-valor<0.05). Las comparaciones se realizaron por genotipo. Abreviaturas: TMd (°C):
Temperatura Media diaria, en °C; TMMxd (°C): Temperatura Media Maxima diaria, en °C;
TMMnd (°C): Temperatura Media Minima diaria, en °C; Fp (h): Fotoperiodo medio, en horas;

RIMd (MJ m): Radiacioén Incidente Media diaria, en MJ m=2,

o TMMxd TMMnd RIMd

TMd ( C) (oC) (oc) Fp (h) (MJ m-2)
1552
16/17 - 1 de
septiembre 239 (¥2.9)® 296 (+3.1)® 184 (+3.8)s 153 (*x0.1)* 23.6 (+7.2)2
16/17 - 4deenero  20.1 (£2.7)% 251 (+2.7)% 155 (+3.8)¢ 12.7 (+0.4)* 14.8(+53)°
17/18 - 10 de
octubre 25.1(+3.2)° 30.7(+4.0)* 19.8(+3.1)¢ 15.1(+0.3)® 25.6 (+7.4)?
17/18 - 4deenero  21.3 (#3.2)¢ 26.7 (+3.9) 16.4 (+3.6)> 12.9(+0.5)® 18.3 (+5.9) ™
18/19 - 18 de
septiembre 232 (+2.6)° 27.9(+2.8)"™ 18.6(+3.1)¢ 153 (x0.1)@ 222 (+8.7)%®
18/19-8deenero  19.3 (¥2.7)¢ 245(+3.2)°¢ 147 (+¥35)¢ 12.7(+0.4)° 164 (+4.2)°
1579
17/18 - 10 de
octubre 25.1(+3.0)® 30.8(+3.5)° 19.8(+3.2)® 14.8(x0.4)" 256 (+6.3)2
17/18 -4deenero 213 (+3.0)° 264 (+3.7)¢ 16.7 (+3.6)°? 127 (+0.5) ¢ 16.7 (+6.6)
18/19 - 18 de
septiembre 243 (+2.7)° 289 (+3.0)® 19.6 (+3.0)¢ 15.1(+0.3)® 23.1(+7.6)?
18/19-8deenero  19.3 (+2.7)¢ 24.6 (+3.2)¢ 147 (+35)¢ 12.6 (+0.4) ¢ 16.2 (+4.2)°

3.3.2. Llenado vy secado del fruto.

Los cambios en las variables ambientales producto de las diferentes FS
determinaron modificaciones en la duracion de las etapas ontogénicas del cultivo (Fig.
S3.1). En lineas generales se observo una reduccion de las etapas Siembra—R5.5 y R5.5—
MF, y un aumento de la etapa MF-MC con el atraso en la FS. La menor duracién de la
etapa vegetativa en las FS tardias estaria determinada por una mayor tasa de desarrollo
asociada a mayores temperaturas y fotoperiodos largos (Siembra—R5.5; Cuadro S3.1;
Andrade, 1995; d'Andria et al., 1995; de la Vega et al., 2002a). Por el contrario, la mayor
duracion de la etapa MF-MC estuvo asociada a una disminucion en la temperatura media
diaria y radiacion incidente durante esta etapa. Esto determind, sumado a mayores
precipitaciones en la mayoria de los afios, un secado mas lento de los frutos en la planta

madre (Fig. 3.2), y un incremento de la duracion de esta etapa (MF-MC; Cuadro S3.1).
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El rendimiento por planta siempre fue menor en las FS tardias (Cuadro S3.2),
probablemente por un menor numero de frutos finales por planta. Este comportamiento
se puede explicar por: (i) aumentos en la temperatura durante la fase de diferenciacion de
flores que determinaron un menor nimero potencial de frutos (Cuadro S3.1; Chimenti et
al., 2001) y (ii) menores niveles de radiacion incidente explorados durante el periodo
critico de determinacién del rendimiento (cuaje) que redujeron el nimero final de frutos
(Cuadro S3.1; Cantagallo y Hall, 2002; Cantagallo et al., 2004).

No se observé un patron consistente de variacion en el peso de los frutos en
relacion a la FS a través de los afios para los dos genotipos evaluados (Fig. 3.1). Para el
genotipo 1552, en el afio 16/17 y 18/19 (Fig. 3.1A, Fig. 3.1C), los frutos provenientes de
FS tardias fueron mas livianos que los de las FS tempranas (Cuadro S3.2). Esta respuesta
se asocio a una menor duracion del llenado en el afio 16/17 y a una menor tasa de llenado
en el afio 18/19 (Cuadro S3.2). Esto estuvo relacionado al menor nivel de radiacion
incidente que exploraron las plantas durante esta etapa (R5.5-MF; Cuadro S3.1). Por su
parte, condiciones menos contrastantes entre FS (R5.5-MF; Cuadro S3.1) pueden haber
determinado que los pesos secos finales de los frutos no difieran en el afio 17/18 (Fig.
3.1B, Cuadro S3.2). El genotipo 1579 en el afio 17/18 (R5.5-MF; Fig. 3.1D, Cuadro S3.1)
presentd un mayor peso de los frutos en la FS tardia, lo que se explicd por una mayor tasa
de llenado (Cuadro S3.2). Finalmente, para este genotipo, no se observaron diferencias
significativas entre los pesos secos finales del fruto entre FS en el afio 18/19 (Fig. 3.1E,
Cuadro S3.2). Los cultivos de girasol normalmente crecen bajo una relacién FD limitante
después de floracion (Ruiz y Maddonni, 2006) que ocasionan un menor peso del fruto.
Las menores temperaturas y niveles de radiacion incidente, que normalmente ocurren en
FS tardias en comparacion con FS tempranas, impactan negativamente sobre este

componente del rendimiento debido a posibles limitaciones en la acumulacién vy
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translocacion de biomasa (Bange et al., 1998). Esto puede ejemplificarse claramente para
el genotipo 1552 en el afio 16/17 (Fig. 3.1A). Sin embargo, una mayor cantidad de
radiacién incidente (Angeloni et al., 2021) e interceptada por planta durante los primeros
15 dias después de finalizada la antesis tiene un efecto positivo sobre el peso del fruto
(Dosio et al., 2000, Aguirrezébal et al., 2003). Ademas, el aumento en el peso del fruto
frente a la mejora en el nivel de radiacion post-antesis depende del genotipo, ya que
algunos son més sensibles a los cambios en el ambiente (de la Vega y Hall 2002b). El
alto nivel de radiacion incidente post-antesis en las FS tardias (Cuadro S3.1) que
experimentaron las plantas en el afio 17/18 en ambos genotipos podria explicar los
mayores pesos del fruto observados en estas FS (Fig. 3.1B, Fig. 3.1D). Estos cambios

fueron més evidentes en el genotipo 1579 (Fig. 3.1). En el resto de casos (Fig. 3.1C, Fig.
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Fig. 3. 1. Evolucion del peso seco unitario del fruto (mg) en funcién de los dias desde antesis
(R5.5) para el genotipo 1552 evaluado en las campafias 16/17 (A), 17/18 (B) y 18/19 (C) y para
el genotipo 1579 evaluado en 17/18 (D) y 18/19 (E). Las lineas rojas representan las FS tempranas
y las azules, las FS tardias. Los puntos indican el promedio de peso seco (+EE, n=3). Cuando las
lineas de error no se muestran, el valor del EE de la media es menor que el tamafio del simbolo.
Las cosechas de las FS tempranas y tardias ocurrieron, segun genotipos y afios: 13 de enero y 3
de mayo para 1552 en 16/17; 7 de febrero y 6 de mayo para 1552 en 17/18; 26 de enero y 17 de
mayo para 1552 en 18/19; 21 de febrero y 8 de mayo para 1579 en 17/18; y 7 de febrero y 17 de
mayo para 1579 en 18/109.



65

3.1E), la similitud en el peso entre FS podria deberse a una compensacion parcial del peso
del fruto por el menor nimero (Cantagallo y Hall, 2002; Cantagallo et al., 2004).

Las tasas de secado del fruto de las FS tempranas fueron mayores a las obtenidas
en las FS tardias (Fig. 3.2, Cuadro S3.3). En las FS de enero se observo una disminucion
de la velocidad de secado hacia el final de llenado (modelo bilineal) determinada por un
aumento de la humedad relativa asociada a menores temperaturas y niveles de radiacion
incidente (MF-MC; Fig. 3.2, Cuadro S3.1). El genotipo 1552 presentd una menor
humedad del fruto en MF, en ambas FS, en comparacién con los observado en el genotipo
1579 (Fig. 3.2). Estos menores valores de humedad en MF en el genotipo 1579 estuvieron
asociados a una menor duracion del periodo de llenado de los frutos y un menor peso de

los mismos que el genotipo 1552 (Fig. 3.1, Cuadro S3.2).
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Fig. 3. 4. Evolucidn de la humedad del fruto (%) en funcion de los dias desde antesis (R5.5) para
el genotipo 1552 evaluado en las campafias 16/17 (A), 17/18 (B) y 18/19 (C) y para el genotipo
1579 evaluado en 17/18 (D) y 18/19 (E). Las lineas rojas representan las FS tempranas y las azules
las FS tardias. Los puntos indican el promedio del porcentaje de humedad (£EE, n=3). Cuando
las lineas de error no se muestran, el valor del EE de la media es menor que el tamafio del simbolo.
Se ajustd un modelo lineal a los datos de humedad de las FS tempranas (excepto en B) y un
modelo bilineal a las FS tardias. Las tasas de secado de ambas FS se encuentran en el Cuadro
S3.3. Para cada caso, se resalta el contenido de humedad promedio (£EE, n=3) de los frutos al
momento de MF.
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3.3.3. Germinacién de embriones en desarrollo.

3.3.3.1. Aqua, GAs v etefén.

En el genotipo 1552 se observo una disminucion en el porcentaje de germinacion
de los embriones en agua a medida que los frutos fueron perdiendo humedad hasta
aproximadamente MF, mientras que con posterioridad a este momento (a partir del 40%
de humedad), se observo un aumento de la germinacion de los embriones (Fig. 3.3A, Fig.
3.3B, Fig. 3.3C). Este aumento fue superior para los embriones de las FS tempranas. El
incremento de la capacidad germinativa observada a partir de 40% de humedad estuvo

asociado a un aumento en la sensibilidad de los embriones al agregado exdgeno de GAs
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Fig. 3. 7. Porcentaje final de germinacion de embriones en desarrollo del genotipo 1552,
incubados a 25°C, segun el medio de incubacion (agua, GAs 50uM o etefon 10uM) y afio
evaluado. FS tempranas se indican en rojo, y las FS tardias, en azul. Cuando la incubacion se
realiz6 en agua, las lineas son punteadas y si en el medio de incubacion se incluyé GAs o etefén,
las lineas son llenas. Los puntos indican el promedio de germinacion (+EE, n=3). Cuando las
lineas de error no se muestran, el valor del EE de la media es menor que el tamafio del simbolo.
Las lineas negras indican el momento de MF.
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y etefdn, sin observarse diferencias claras entre FS (Fig. 3.3D, Fig. 3.3E, Fig. 3.3F, Fig.
3.3G, Fig. 3.3H). Estos resultados evidencian una disminucion del nivel de dormicion de
los embriones durante el desarrollo a partir de 40% de humedad. Sélo en el afio 18/19 se
observé una promocién de la germinacion por el agregado de etefon en embriones con un
mayor porcentaje de humedad del fruto (Fig. 3.3H).

Contrariamente a lo ocurrido en el 1552, en el genotipo 1579 el momento de MF
no establecié el punto a partir del cual los embriones aumentaron su capacidad de
germinar (Fig. 3.4A, Fig. 3.4B). Por el contrario, en el afio 17/18 se observé que después
de haber Ilegado al méximo peso seco de los frutos (aproximadamente cuando los frutos
presentaron 60% de humedad), los embriones continuaron con una disminucion en su
porcentaje de germinacion. En relacion al efecto de la FS, exceptuando el punto de 70%,
los embriones de FS tardias presentaron mayor germinacién que los de FS tempranas.

Asimismo, la respuesta de los embriones incubados en GAs y etefon es més clara luego
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Fig. 3. 10. Porcentaje final de germinacion de embriones en desarrollo del genotipo 1579,
incubados a 25°C, segun el medio de incubacion (agua, GAs 50uM o etefén 10uM) y afio
evaluado. FS tempranas se indican en rojo, y las FS tardias, en azul. Cuando la incubacion se
realiz6 en agua, las lineas son punteadas y si en el medio de incubacién se incluyd GAs o etefon,
las lineas son llenas. Los puntos indican el promedio de germinacién (xEE, n=3). Cuando las
lineas de error no se muestran, el valor del EE de la media es menor que el tamafio del simbolo.
Las lineas negras indican el momento de MF.
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de alcanzarse un 40% de humedad (Fig. 3.4C, Fig. 3.4D, Fig. 3.4E, Fig. 3.4F). Sin
embargo, en este caso, en el afio 17/18, la respuesta fue mayor para los embriones
provenientes de la FS tardia. Para el afio 18/19, la respuesta al agregado de GAs y etefon
fue similar entre FS. A su vez, como fue observado en el genotipo 1552 durante el afio
18/19, el agregado de etefon promovié la germinacion de los embriones provenientes de
frutos més inmaduros (es decir, de mayor humedad; Fig. 3.4F). El atraso en la FS no
produjo cambios significativos en la sensibilidad de los embriones en desarrollo a
agregados crecientes de GAs y etefon (Fig. S3.2, Fig. S3.3), en ninguno de los genotipos

evaluados.

3.3.3.2. Sensibilidad al ABA de embriones en desarrollo.

La FS afectd la germinacion de embriones inmaduros incubados en soluciones de

ABA (Fig. 3.5). En el muestreo de 40% de humedad de los frutos, los embriones del
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Fig. 3. 13. Porcentaje final de germinacion de embriones, incubados a 25°C, en funcidn de la
concentracién de ABA, segun FS y genotipo (1552, Ay B; 1579, C y D), provenientes de frutos
en desarrollo con un 40% y 25% de humedad. Los puntos rojos representan a las FS tempranas,
y los azules a las FS tardias. Los puntos indican el promedio de germinacién (+EE, n=3). Cuando
las lineas de error no se muestran, el valor del EE de la media es menor que el tamafio del simbolo.
Los puntos que se muestran como x=0 estan graficados como x=0.01, y representan a embriones
incubados en F100.
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genotipo 1552 de la FS temprana mostraron menor sensibilidad al ABA que los
provenientes de FS tardias (Fig. 3.5A), mientras que a 25% de humedad del fruto (Fig.
3.5B) no se observaron diferencias en sensibilidad entre ambas FS. Para el genotipo 1579,
en cambio, los embriones de la FS tardia presentaron, en ambos muestreos, una menor

sensibilidad al ABA que los de FS tempranas (Fig. 3.5C, Fig. 3.5D).

3.3.4. Contenido enddgeno de ABA.

3.3.4.1. Durante el desarrollo del fruto en la planta madre.

A medida que transcurrid el desarrollo de los frutos en la planta madre se observé
una disminucion del contenido de ABA en los embriones (Fig. 3.6A) y ejes embrionarios
(Fig. 3.6B) para ambas FS. Hasta aproximadamente un 60-55% de humedad del fruto, el
nivel de ABA fue mayor en la FS tardia en ambos genotipos. Sin embargo, hacia el final
del desarrollo (Fig. 3.6C, Fig. 3.6D) (<55-45% de humedad del fruto), los embriones y
ejes embrionarios de las FS tempranas presentaron un mayor contenido enddgeno de
ABA que los embriones de las FS tardias en ambos genotipos. Estas diferencias en el
nivel endégeno de ABA entre FS fueron mayores en el genotipo 1579 que en el 1552. El
genotipo 1552 present6 un mayor nivel endégeno de ABA que el 1579, sin embargo, esta
comparacion puede resultar espuria, ya que en el 1579 las mediciones se realizaron sobre
el eje embrionario, mientras que, en el 1552 sobre el embrion entero, quedando
enmascarada una posible diferencia por el aporte de los cotiledones en este Gltimo
genotipo. La misma tendencia de contenido endégeno de ABA vy las diferencias entre FS

se presentan en la Fig. S3.4 para la campana 18/19.
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Fig. 3. 16. Ay B. Contenido endégeno de ABA (pg ABA mg PS™?) en funcién del porcentaje
de humedad de frutos en embriones enteros (genotipo 1552) y ejes embrionarios (genotipo
1579) extraidos de frutos provenientes de FS tempranas (lineas rojas) y FS tardias (lineas
azules). C y D. Contenido enddgeno de ABA hacia el final del desarrollo, para ambos
genotipos. Los puntos indican la media del contenido end6geno de ABA y de germinacion de
embriones (xEE, n=3). Cuando las lineas de error no se muestran, el valor del EE de la media
es menor que el tamafio del simbolo. Las flechas en los paneles A 'y B indican la MF y la MC
en ambos genotipos. En el caso del 1552, los valores de humedad a MF son similares (47.2 'y
48.0 para la FS Temprana y Tardia, respectivamente). La cosecha ocurri6 en ambos genotipos
y FS con una humedad de los frutos cercana a 11%.

3.3.4.2. Durante la incubacion de frutos en desarrollo.

El contenido de ABA en embriones o ejes embrionarios en desarrollo incubados
en aguay F100 difiri6 entre FS (Cuadro 3.2). En el afio 16/17, el contenido de ABA inicial
de los embriones no difirié entre FS, mientras que en el afio 17/18 los ejes embrionarios
de las FS tardias presentaron un contenido de ABA menor que las FS tempranas. A su
vez, en este Ultimo afio, se obtuvieron menores valores de contenido de ABA,
probablemente debido a que en esta segunda campafa la determinacién se realizé en los
ejes embrionarios y en un estado mas avanzado del desarrollo. En general el contenido de

ABA de los embriones disminuy6 (16/17) o se mantuvo constante (17/18) luego de 24
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horas de incubacidn en agua mientras que, en todos los casos, se observo una significativa
disminucion cuando se inhibié la sintesis de ABA mediante el agregado de F100. La
capacidad de sintesis de ABA de los embriones y ejes embrionarios determinada como la
diferencia en contenido de ABA a las 24 horas entre agua y F100 fue mayor en las FS
tempranas que en las tardias en los dos afios evaluados. Cuando una porcion de los frutos
utilizados para estimar la capacidad de sintesis de ABA fue incubado a 25°C, no se
observé germinacién en ningdn medio de incubacién (datos no presentados). Sin
embargo, en concordancia con la mayor capacidad de sintesis de ABA determinada, los
embriones de las FS tempranas incubados en F100 aumentaron considerablemente su
germinacion en comparacion a lo observado en agua destilada, mientras que no se observé
un efecto significativo de promocion de la germinacion por F100 en los embriones de FS
tardias (Cuadro 3.2).

Cuadro 3. 2. Contenido enddgeno de ABA (pg ABA mg PS™) en embriones (16/17) y ejes
embrionarios (17/18) del genotipo 1552 extraidos de frutos en desarrollo (55% y 45% de humedad
para 16/17 y 17/18, respectivamente) provenientes de FS tempranas y FS tardias, incubados en
agua destilada y F100 a 25°C. El contenido de ABA se midi6 en dos momentos: al comienzoy a
las 24 horas de incubacion. En este ultimo momento se estimo la sintesis de ABA de novo. Se
presentan datos medios de contenido de ABA (xEE, n=3). Se indica la diferencia significativa de
los contenidos de ABA entre FS, tiempos de incubacidn y solucién, con letras diferentes, cuando
la interaccion entre estos tres factores fue significativa (16/17: p-valor=0.045; 17/8: p-
valor=0.011). El analisis se realiz6 por afio. En todos los casos se indica la media (xEE, n=3) de
germinacion final (G!) de embriones, luego de 15 dias de incubacion, junto con la diferencia
significativa (16/17: p-valor=0.020; 17/18: p-valor=0.018).

16/17 17/18
FS Temprana FS Tardia FS Temprana FS Tardia
Comienzo 3574.0 (+122.8)° 3504.7 (11.0)° | 1089.3 (20.4)®  770.0 (x17.4)"
incubacion
24 horas
Sin F100 3382.7 (+112.8)*  2862.1 (+33.1)® | 1107.9 (+30.57)2  901.9 (+45.8)"
Con F100 2973.1 (+99.6)®  2675.0 (+20.3)¢ | 766.7 (+19.4)®  720.3 (+58.6)¢
Sintesis de
ABA de novo
estimada 409.6 187.1 341.2 181.6
G!Sin F100 (%)  28.3 (x1.7)® 11.0 (+x2.1)° 8.5 (+0.8)" 16.7 (+x1.7)®
G! Con F100 a ab a b
(%) 99.0 (£0.5) 22.0 (x4.2) 53.3 (+4.6) 22.0 (x1.7)
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En el genotipo 1579 no se observaron diferencias en la capacidad de sintesis de
ABA de novo de los ejes embrionarios como resultante de variaciones en la FS (datos no
presentados). Sin embargo, los ejes embrionarios de las FS tempranas presentaron un
mayor nivel de ABA durante la incubacion que los ejes de FS tardias (Fig. 3.7). Ademas,
los embriones de las FS tardias presentaron un mayor porcentaje de germinacién que los
de las FS tempranas (ver inset Fig. 3.7), sugiriendo que la mayor germinacion los
embriones de las FS de enero podria explicarse por un menor nivel de ABA enddgeno
durante la incubacion. Por su parte, los frutos de ambas FS no germinaron (datos no

presentados).

2000
-8~ FS Temprana. G!: 3.3%(+3.3)
-®~ FS Tardia. G!: 21.1%(%2.1)
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Fig. 3. 19. Contenido enddégeno de ABA (pg ABA mg PS™) en funcion de las horas de incubacion
en ejes embrionarios del genotipo 1579 (17/18) extraidos de frutos en desarrollo (35% de
humedad) provenientes de FS tempranas (puntos y lineas rojas) y tardias (puntos y lineas azules),
incubados en agua destilada. Se presentan datos medios de contenido de ABA (xEE, n=3).
Cuando las lineas de error no se muestran, el valor del EE de la media es menor que el tamafio
del simbolo. Las flechas negras indican el comienzo de la germinacion de embriones para cada
FS. Asimismo, se indica el valor promedio de germinacion (G!) de embriones (£EE, n=3) luego
de 15 dias de incubacion.

ABA [pg (mg PS)]

3.3.5. Germinacidn de estructuras que componen el fruto a cosecha.

A cosecha las distintas estructuras del fruto mostraron diferencias en germinacién
en funcion de la FS y temperatura de incubacion (Fig. 3.8). En todos los casos, se observo
un aumento de la germinacion a medida que se extrajeron las cubiertas del fruto; este
comportamiento fue méas evidente a 25°C que a 10°C. Para el genotipo 1552, los frutos

(Fig. 3.8A), semillas y embriones (Fig. 3.8A, Fig. 3.8B) de las FS tempranas presentaron
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un mayor porcentaje de germinacién a bajas temperaturas (10°C) que los provenientes de
FS tardias. Sin embargo, a 25°C se observo el comportamiento contrario: en general
frutos, semillas y embriones de FS tardias mostraron un porcentaje de germinacion
superior al registrado en FS tempranas, mas alla de las diferencias observadas entre afios
(en el afio 18/19 se observo una menor germinacion de las distintas estructuras del fruto
en comparacion con los afios 16/17 y 17/18; Fig. 3.8C). Cuando la incubacion se realizo
a 25°C, las diferencias entre FS estuvieron mayormente explicadas por el efecto de las

cubiertas que por variaciones en la dormicion del embrion.
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Fig. 3. 22. Porcentaje final de germinacion de frutos, semillas y embriones a cosecha, incubados
a 10 y 25°C, segun FS, genotipo y afio. Las barras llenas, con barras diagonales y vacias indican
la germinacion de frutos, semilla 0 embriones, respectivamente. Las barras rojas representan a las
FS tempranas y las azules, a las FS tardias. Las barras indican el promedio de germinacion (xEE,
n=3).
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Por su parte, para genotipo 1579, la germinacion de las diferentes estructuras del
fruto fue nula o baja cuando se incubaron a 10°C; para el caso del afio 17/18 (Fig. 3.8D)
los embriones de FS tardias mostraron un porcentaje de germinacion mayor al de FS
tempranas. Cuando la incubacion se realizd a 25°C, frutos, semillas y embriones
provenientes de FS tardias presentaron un porcentaje de germinacion significativamente
mayor que aquellos provenientes de las FS tempranas (Fig. 3.8D, Fig. 3.8E). A diferencia
de los observado para el 1552, en este caso, las diferencias entre FS estuvieron

mayormente explicadas por variaciones en el nivel de dormicién embrionaria.

3.3.6. Germinacion de estructuras que componen el fruto durante el almacenaje post-

cosecha.

A medida que transcurrieron los dias de almacenaje post-cosecha se observé un
aumento paulatino de la germinacion en frutos, semillas y embriones para ambas FS,
temperaturas de incubacién y genotipos (Fig. 3.9, Fig. 3.10). Sin embargo, los embriones
y semillas siempre presentaron valores de germinacion superiores o iguales a los frutos.
A su vez, cuando la incubacion se realizé a 10°C, se registr6 un menor porcentaje de
germinacion que a 25°C.

Variaciones en la FS provocaron diferencias en la germinacion de las distintas estructuras
del fruto durante el almacenaje post-cosecha. En general, frutos provenientes de FS
tardias presentaron mayor germinacion durante el almacenaje que los de FS tempranas,
en ambas temperaturas de incubacion y para ambos genotipos. Por su parte, en ambas FS,
semillas y embriones perdieron rapidamente la dormicién cuando se incubaron a 25°C,
mientras que a bajas temperaturas se observo una mayor germinacién en FS tardias, aun
cuando las semillas y embriones del genotipo 1552 hayan presentado porcentajes de

germinacion a cosecha menores en esta FS (tardia). Se distinguieron variaciones
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asociadas al afio y genotipo sobre el efecto del atraso en la FS en la promocién de la

germinacion. Por ejemplo, durante el afio 18/19 se observéd un mayor nivel de dormicion

en ambas FS y genotipos. Por su parte, el genotipo 1579 presentdé un mayor nivel de

dormicion en comparacion al genotipo 1552, particularmente en FS tempranas.
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Fig. 3. 25. Porcentaje final de germinacién de frutos (A, B y C), semillas (D y E) y embriones (F,
G y H) del genotipo 1552 en funcidn de los dias desde el almacenaje post-cosecha, incubados en
agua destilada, segun FS y temperatura de incubacién. Las lineas y puntos rojos representan a las
FS tempranas y, los azules, a las FS tardias. Las lineas punteadas indican que la incubacion de las
estructuras del fruto se realizdé a 10°C, mientras que las llenas, a una incubacion de 25°C. Los
puntos indican la media de germinacién (xEE, n=3). Cuando las lineas de error no se muestran,
el valor del EE de la media es menor que el tamafio del simbolo.
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Fig. 3. 28. Porcentaje final de germinacion de frutos (A y B), semillas (C) y embriones (D y E)
del genotipo 1579 en funcion de los dias desde el almacenaje post-cosecha, incubados en agua
destilada, segun FS y temperatura de incubacion. Las lineas y puntos rojos representan a las FS
tempranas vy, los azules, a las FS tardias. Las lineas punteadas indican que la incubacién de las
estructuras del fruto se realiz6 a 10°C, mientras que las llenas, a una incubacion de 25°C. Los
puntos indican la media de germinacion (xEE, n=3). Cuando las lineas de error no se muestran,
el valor del EE de la media es menor que el tamafio del simbolo.

3.3.7. Sensibilidad de frutos y embriones al agregado exégeno de ABA, GAs vy etefén a

cosecha y durante el almacenaje post-cosecha.

Para ambos genotipos, FS y afios evaluados se observo una disminucion de la
sensibilidad de los embriones al efecto inhibitorio del ABA con el avance en los dias de
almacenaje post-cosecha (Fig. 3.11, Fig. 3.12). Sin embargo, en todos los afios y
temperaturas de incubacion, los embriones provenientes de las FS tardias presentaron una
menor sensibilidad al efecto inhibitorio del ABA que los provenientes de las FS
tempranas (Fig. 3.11, Fig. 3.12, Fig. S3.7). Las diferencias entre FS en la sensibilidad al
ABA de los embriones fueron mayores en el genotipo 1579. Los embriones de este

genotipo, a su vez, presentaron una mayor sensibilidad al ABA que los del 1552
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Fig. 3. 31. Porcentaje final de germinacion de embriones del genotipo 1552 incubados a 25°C en
funcién de la concentracion de ABA, para diferentes momentos durante el almacenaje post-
cosecha (DdAP), seglin FS y afio. Los puntos rojos representan a las FS tempranas y los azules, a
las FS tardias. Los puntos indican la media de germinacion (xEE, n=3). Cuando las lineas de error
no se muestran, el valor del EE de la media es menor que el tamafio del simbolo. Los puntos que
se muestran como x=0 estan graficados como x=0.01, y representan a embriones incubados en
F100.

No se observaron diferencias atribuibles a la FS en la sensibilidad de los frutos a
las GAs ni al etefén a cosecha (Fig. S3.5). En ambas FS se distingue una promocion de
la germinacion a medida que la dosis de estos promotores aumenta. Asimismo, las curvas
de las FS tardias estan, en todos los casos, por encima de las FS tempranas. Sin embargo,
en algunos casos la respuesta no se puede evaluar correctamente ya que la germinacion

en agua es alta, sobre todo en las FS tardias.



78

. 100¢ 100 1004
X
= 804 80 804
.E ‘
& 60 60- 60- -
S 3
Q —
& 404 40 404 ©
=
§ 204 204 204
o 5 0 DdAP . 50 DdAP 5 100 DdAP
0.1 1 10 100 01 1 10 100 01 1 10 100

ABA(uM) ABA(uM) ABA(uM)
100 1004
S
3 80 804
= -
('S
c 60 60 ®
0 iy
8 w0 404 =
E -@ FS Temprana
E 45 20] @ FSTardia
Q
o § 0 DdAP § 30 DdAP . 90 DAAP

01 1 10 100 0.1 1 10 100 01 1 10 100
ABA(uM) ABA(uM) ABA(uM)

Fig. 3. 34. Porcentaje final de germinacion de embriones del genotipo 1579 incubados a 25°C en
funcion de la concentracion de ABA, para diferentes momentos durante el almacenaje post-
cosecha (DdAP), segun FS y afio. Los puntos rojos representan a las FS tempranas y los azules, a
las FS tardias. Los puntos indican la media de germinacion (xEE, n=3). Cuando las lineas de error
no se muestran, el valor del EE de la media es menor que el tamafio del simbolo. Los puntos que
se muestran como x=0 estan graficados como x=0.01, y representan a embriones incubados en
F100.

3.3.8. Sensibilidad a la hipoxia y efectos sobre la sensibilidad al ABA.

La incubacién de frutos y semillas en una atmdsfera limitante de O redujo el
porcentaje de germinacion en ambos genotipos y FS (Fig. 3.13). Sin embargo, las semillas
del genotipo 1552 y los frutos del genotipo 1579 provenientes de la FS tardia presentaron
una menor disminucion de la germinacion cuando se incubaron a 3%02, en comparacion
con los provenientes de FS tempranas.

A su vez, la condicion de hipoxia (3%02) aumentd la sensibilidad al ABA de los
embriones en ambos genotipos y FS (Fig. 3.14). Sin embargo, en el genotipo 1579 el
aumento en la sensibilidad al ABA como resultado de la condicion de hipoxia fue mayor
en embriones provenientes de FS tempranas que en los provenientes de FS tardias. Por
ejemplo, en ABA 1uM se registré una disminucion en la germinacion de casi un 40%

para embriones de la FS temprana, mientras que la disminucion fue practicamente nula
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en la FS tardias. Una diferencia similar se observo en ABA 5uM. En el genotipo 1552,

no se pudo observar un efecto claro de la FS sobre la modificacion de la sensibilidad al

Genotipo 1552 (A) Genotipo 1579 (B)
H < a a

Germinacién Final (%)

Frutos Semillas Frutos Semillas

mm FS Temprana-21%0, = FS Tardia-21%0;
sw FS Temprana - 3%0, ~s FS Tardia - 3%0,

Fig. 3. 40. Porcentaje final de germinaciéon de frutos y semillas del genotipo 1552 y 1579
incubados a 25°C en agua destilada bajo concentraciones de O contrastantes: 21%0; y 3%0..
Las barras rojas representan a las FS tempranas y las azules, a las FS tardias. Las barras llenas
indican que la incubacion se realizd en una atmdésfera de 21%, mientras que las barras con lineas
horizontales, a una incubacién de 3%0,. Para ambos genotipos, el ensayo se realizé a los 120
dias de almacenaje post-cosecha, durante la campafia 17/18. Las barras indican el promedio de
germinacion (£EE, n=3). Se indica la diferencia significativa del porcentaje de germinacion (por
estructura evaluada) segun FS y concentracion de O, segun la significancia del test de Kruskal—-
Wallis (1552 frutos: p-valor=0.204; 1552 semillas: p-valor=0.032; 1579 frutos: p-valor=0.006;
1579 semillas: p-valor=0.059).
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Fig. 3. 37. Porcentaje final de germinacion de embriones de 40 dias de almacenaje post-cosecha
incubados a 25°C en condiciones crecientes de ABA, bajo concentraciones de O, contrastantes:
21%0, (lineas llenas) y 3%0; (lineas punteadas), segin FS (rojo: tempranas; azul: tardias). Los
puntos indican la media de germinacion (xEE, n=3). Cuando las lineas de error no se muestran,
el valor del EE de la media es menor que el tamafio del simbolo. Los puntos que se muestran
como x=0 estan graficados como x=0.01, y representan a embriones incubados en agua destilada.
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ABA debido a la hipoxia, ya que los embriones de la FS temprana a 21%02 presentaron
una significativa disminucion de la germinacion a 10uM de ABA. Ademas, este genotipo

fue menos sensible al efecto inhibitorio del ABA que el genotipo 1579 en ambas FS.

3.3.9. Caracteristicas anatémicas del pericarpo y potencial de crecimiento del embrion.

El espesor del pericarpo proveniente de las FS tempranas fue, para ambos
genotipos, significativamente mayor que los provenientes de FS tardias (Fig. 3.15). Este
mayor espesor se puede explicar por un mayor numero y tamafio de las células del sector
del esclerénquima y de la capa de parénquima interna del pericarpo. La disminucién del
potencial osmotico (-1.5 MPa) del medio de incubacién redujo la germinacién final de
embriones provenientes de FS tempranas (Fig. 3.16) en ambos genotipos en relacion con
los valores observados en agua. Por el contrario, los embriones de FS tardias no
evidenciaron una disminucion del porcentaje de germinacién en comparacion con el
observado en agua, aungue se observé un aumento del tiempo requerido para alcanzar el

porcentaje de germinacion maximo.
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Fig. 3. 43. Corte histolégico del pericarpo del tercio medio del capitulo de los genotipos de girasol
1552 y 1579 provenientes de FS temprana (A) y tardia (B), del afio 18/19. Las referencias de las
iméagenes indican: ep: epidermis, cn: capa negra, es: esclerénquima, rp: radio parenquimatico, cpi:
capa de parénquima interna, cpa: capa de parénquima aplastada, cs: cubierta seminal
(endosperma), emb: embrion. Escala = 50um. (C) Espesor del pericarpo (um) de FS tempranas
(barras rojas) y tardias (azules) para ambos genotipos. Las barras indican el promedio de espesor
del pericarpo (£EE, n=3).
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Fig. 3. 46. Porcentaje de germinacion de embriones, provenientes de frutos a los 40 dias de
almacenaje post-cosecha, en funcion de los dias de incubacion segin FS (Temprana en rojo y
Tardia en azul), para el afio 18/19. Las lineas llenas indican que la incubacion se llevé a cabo en
agua destilada, mientras que las lineas punteadas, a una incubacion en PEG6000 que genera un
potencial osmético de -1.5MPa. Los puntos indican el promedio de germinacion (xEE, n=3).
Cuando las lineas de error no se muestran, el valor del EE de la media es menor que el tamafio
del simbolo.
3.4. Discusion

Como fue observado en el capitulo 2, el atraso en la FS determind una disminucion
del nivel de dormicion en ambos genotipos en las tres camparias evaluadas (Fig. 3.8, Fig.
3.9, Fig. 3.10). Dichas diferencias se establecieron temprano durante el desarrollo (Fig.

3.3, Fig. 3.4). En general, los embriones presentaron una disminucion en la germinacion

hasta un punto a partir del cual la capacidad germinativa comenz6 a aumentar (Fig. 3.3,
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Fig. 3.4). En ambos genotipos y FS, este momento coincidioé con una humedad del fruto
de aproximadamente 40%. A partir de este momento, se observd un aumento en la
germinacion de los embriones de ambos genotipos y FS, asi como un aumento en la
respuesta a las GAs y etileno (Fig. 3.3, Fig. 3.4). Variaciones similares en la capacidad
germinativa de los embriones durante el desarrollo fueron observadas en diversas
especies (Sidhu y Cavers, 1977; Le Page-Degivry et al., 1990; Xu et al., 1990; Hilhorst,
1995). El porcentaje de humedad de los frutos al momento en el que los embriones
comienzan a perder la dormicion coincide con el valor de humedad a MF reportado para
hibridos de girasol en condiciones de produccién (aproximadamente 38-40%; Satorre et
al., 2003). Sin embargo, en esta tesis, la MF de los genotipos evaluados ocurrié con
humedades del fruto mayores (Fig. 3.2). En varios cultivos se ha sugerido que la “calidad
germinativa” de las semillas aumenta hasta alcanzar un maximo en MF. Probablemente
el valor de humedad a partir del cual los embriones comenzaron a salir de la dormicién
en este trabajo esta relacionado con que los mismos hayan alcanzado su méxima “calidad
germinativa”. Trabajos realizados por Bailly et al. (2003) sugieren que la adquisicién de
vigor en las semillas de girasol estaria asociado a un aumento en la actividad de la
catalasa, cuya actividad esté relacionada al nivel de humedad del embrion, y que tendria
su maxima actividad entre 40% y 30% de humedad del fruto.

Sin embargo, esta disminucion del nivel de dormicion de los embriones (es decir,
el aumento en la germinacion) hacia el final de la etapa de desarrollo difiri6 entre
genotipos y FS. Mientras que en el 1552 los embriones de la FS temprana presentaron
mayor germinacion en agua que los de la FS tardia (Fig. 3.3A, Fig. 3.3B, Fig. 3.3C), en
el 1579 se observo la respuesta contraria (Fig. 3.4A, Fig. 3.4B). En el caso del 1552 este
mayor porcentaje de germinacion para la FS temprana se asocié con un mayor contenido

enddégeno de ABA hacia el final del desarrollo (Fig. 3.6) y a una mayor capacidad de
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sintesis de ABA de novo por parte de los embriones (55 y 45% para los afios 16/17 y
17/18, respectivamente; Cuadro 3.2). En forma contraria en el genotipo 1579, el mayor
porcentaje de germinacion observado en los embriones de FS tardias mostr6 una
asociacion con un menor nivel de ABA en los ejes embrionarios (Fig. 3.6, Fig. 3.7). Estos
resultados contribuyen a la idea de que no existiria una relacion directa entre el
metabolismo del ABA y la germinacion de los embriones en agua durante el desarrollo,
como se observo para el genotipo 1552, tal como reportaron varios autores en diversas
especies (Walker-Simmons, 1988; Xu et al., 1990; Xu y Bewley, 1991; Steinbach et al.,
1995; Kermode, 2005; Barrero et al., 2012). Sin embargo, estas variaciones en el
metabolismo de ABA durante el desarrollo se asociaron a los efectos de la FS sobre el
nivel de dormicion de los frutos durante la cosecha y la post-cosecha en ambos genotipos.
En este sentido, frutos de FS tempranas, que presentaron embriones con un mayor
contenido enddgeno de ABA a cosecha y una mayor capacidad de sintesis de ABA,
presentaron un mayor nivel de dormicion (Cuadro 3.2, Fig. 3.6, Fig. 3.7, Fig. 3.8). Esta
variacion en el nivel de dormicién de los frutos estuvo asociada a diferencias en la
sensibilidad al ABA de los embriones. Los frutos provenientes de FS tempranas
presentaron un mayor nivel de dormicién que los de FS tardias, asociado a embriones mas
sensibles al ABA, tanto en desarrollo como a cosecha y durante la post-cosecha, en
diferentes temperaturas de incubacion (Fig. 3.5, Fig. 3.11, Fig. 3.12, Fig. S3.7). Estos
resultados sugieren que la mayor capacidad de sintesis de ABA (genotipo 1552; Cuadro
3.2) o el mayor contenido de ABA en la incubacion (genotipo 1579, Fig. 3.7) observados
durante el desarrollo de los embriones de FS tempranas podrian determinar la mayor
sensibilidad de los embriones al ABA en estas FS (Fig. 3.5). Esta sensibilidad persistiria
durante varios meses luego de la cosecha, y seria el mecanismo responsable de mantener

el nivel de dormicion del fruto entero durante la post-cosecha (Fig. 3.9, Fig. 3.10, Fig.
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3.11, Fig. 3.12). Existen evidencias en la literatura que apoyarian esta hipotesis. Por
ejemplo, Steinbach et al. (1997) observaron que la aplicacién de fluridone en el desarrollo
temprano de frutos de sorgo granifero provocé una disminucion en el contenido de ABA
de los embriones durante el desarrollo, determinando una menor dormicion de los frutos
que se asocid a una menor sensibilidad al ABA de los embriones. Por su parte, la
expresion de LSABI5 (gen de la ruta de sefializacion del ABA) se suprimid en un mutante
de lechuga que presentaba el gen LsSNCED4 (gen de sintesis de ABA) silenciado (Lopez-
Molina et al., 2002; Huo y Bradford, 2015). En tomate, semillas de un mutante deficiente
en ABA germinaron rapidamente en agua y se necesitaron mayores concentraciones de
ABA para inhibir la germinacion de este genotipo en comparacion con las semillas del
tipo salvaje (Ni y Bradford, 1993). En relacién al girasol, Le Page-Degivry y Garello
(1992) observaron que la disminucidn del contenido de ABA de los embriones durante el
desarrollo mediante la aplicacion de fluridone redujo la sensibilidad de los mismos al
ABA.

El aumento en la sensibilidad de los embriones a las GAs y al etileno, en ambos
genotipos hacia etapas finales del desarrollo (Fig. 3.3, Fig. 3.4, Fig. S3.2, Fig. S3.3, Fig.
S3.5) refleja el aumento en la capacidad de germinar de los embriones en ambas FS
(Hilhorst et al., 1986; Karssen et al., 1989; Hilhorst, 1995; Benech-Arnold et al., 2003).
Esto se puede relacionar con la menor capacidad de sintesis de ABA en estos momentos
(Le Page-Degivry et al., 1996). Sin embargo, tal como reporté Pizzorno (2021) en
experimentos donde se restringid la radiacion incidente sobre la planta madre durante el
llenado del fruto, no se observaron diferencias atribuibles a la FS en la respuesta a estas
hormonas (Fig. 3.3, Fig. 3.4, Fig. S3.2, Fig. S3.3, Fig. S3.4). En este sentido, frutos y
embriones provenientes de FS contrastantes en distintos estadios del desarrollo no

presentaron respuesta al agregado de inhibidores de sintesis de GAs al medio de
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incubacidn, sugiriendo que no tendria lugar la sintesis de novo de GAs durante la
incubacion (Fig. S3.6). Més alla de estos resultados, no se puede descartar la posibilidad
de que las diferencias observadas en el nivel de dormicion del fruto puedan estar
relacionadas a variaciones en el metabolismo de las GAs durante la etapa de desarrollo y
maduracion de Is frutos. En el presente trabajo no se evaluaron los cambios en el
contenido enddgeno de GAs durante esta etapa en los genotipos estudiados. Sin embargo,
resultados obtenidos en ensayos de FS realizados con otros genotipos (B91 y B123, con
niveles de dormicion contrastantes; Andrade et al., 2015; Rosell6 et al., 2016; Vigliocco
et al., 2017) sugieren que, mas all& de los cambios en el contenido enddgeno de ABA, el
menor nivel de dormicion de los frutos en FS tardias también estaria asociado a un
aumento en el contenido enddgeno de GA4 (Fig. S3.8, Fig. S3.9).

Durante el almacenaje post-cosecha en todos los casos evaluados (dos genotipos,
tres afios y varios momentos del almacenaje), los embriones de FS tempranas presentaron
mayor sensibilidad al agregado exdgeno del ABA que los provenientes de FS tardias, en
concordancia con el mayor nivel de dormicién del fruto entero en FS tempranas (Fig.
3.9A, Fig. 3.9B, Fig. 3.9C, Fig. 3.10A, Fig. 3.10B, Fig. 3.11, Fig. 3.12, Fig. S3.5). Estos
resultados sugieren que el nivel de dormicion de los frutos estaria determinado por la
sensibilidad al ABA de los embriones y es modulado fuertemente por el AM. Asimismo,
y centrando el analisis en las FS tempranas, los embriones del genotipo 1579 presentaron
una mayor sensibilidad al efecto inhibitorio del ABA que los embriones del genotipo
1552 (Fig. 3.11, Fig. 3.12, Fig. S3.5). Cabe mencionar que, a medida que transcurrié el
almacenaje post-cosecha, la sensibilidad al ABA de los embriones fue disminuyendo,
conforme aumento el porcentaje de germinacién del fruto, en ambos genotipos y FS.
Diversos trabajos relacionan la disminucién de la sensibilidad al ABA con la salida de la

dormicion de los frutos durante la post-maduracién (Le Page-Degivry et al., 1996;
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Grappin et al., 2000; Argyris et al., 2008; Bradford et al., 2008; Schramm et al., 2013;
Rodriguez et al., 2018) y la variabilidad genotipica para este caracter (Walker-Simmons,
1987; Wang et al. 1995; Steinbach et al., 1995; Corbineau et al., 2000; Benech-Arnold et
al., 2006; Gualano et al., 2007; Barrero et al., 2009; Arata et al., 2021). Los resultados
provistos por este capitulo aportan evidencia robusta (dos genotipos y en tres afios
diferentes) de que los cambios en la FS afectan la sensibilidad al ABA de los embriones,
y esta sensibilidad a su vez, determina el nivel de dormicion de los frutos en la post-
cosecha.

Se ha propuesto en varias especies, como cebada y girasol, que las cubiertas del
fruto restringen el flujo de oxigeno hacia el embrién (Gay et al., 1991; Corbineau y Céme,
1995; Benech-Arnold et al., 2006; Dominguez et al., 2019) limitando su capacidad de
germinar. En girasol, las cubiertas del fruto (particularmente la cubierta seminal) imponen
al embridn una condicion de hipoxia (Rolletschek et al., 2007; menos de 3%02, Rodriguez
comunicacion personal), tanto durante el desarrollo como durante la incubacion. Esta
condicion de hipoxia determina, a su vez, un aumento de la sensibilidad al ABA de los
embriones (Dominguez et al., 2019). En el presente trabajo, frutos del genotipo 1579 (Fig.
3.13B) y semillas del genotipo 1552 (Fig. 3.13A) de FS tempranas presentaron un mayor
nivel de inhibicion de la germinacion en condicién de hipoxia (3%02) que aquellos
provenientes de FS tardias. A su vez, embriones del genotipo 1579 de FS tempranas
presentaron un aumento mayor en la sensibilidad al ABA en hipoxia que el observado
para embriones de FS tardias (Fig. 3.14). Se ha sugerido que cambios en la concentracion
de oxigeno dentro del embrion por efecto de las cubiertas pueden afectar la tasa de
catabolismo del ABA o de otros inhibidores de la germinacion (Krochko et al., 1998;
Barthe et al., 2000; Cutler et al., 2000), como asi también la sensibilidad de los tejidos al

ABA (Benech-Arnold et al., 2006; Bradford et al., 2008; Mendiondo et al., 2010,
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Dominguez et al., 2019). Esta relacion entre la sensibilidad de los embriones al O>
exacerbada por la presencia de ABA nos da una idea de como la dormicion del fruto
entero, mediado por cambios en la FS, estaria regulada por una combinacion de factores
fisiologicos (sensibilidad al ABA del embrién) y fisicos (difusion de O> a traves del
pericarpo) durante la post-cosecha.

El control materno de la dormicion de los frutos en respuesta al atraso en la FS
disminuyd el espesor del pericarpo en ambos genotipos (Fig. 3.15). Esto se asocio al
adelgazamiento de la capa media del pericarpo y al menor nimero de células de la misma
seccion. En muchas especies, el AM regula el nivel de dormicion a través de cambios en
el grosor de la cubierta de la semilla (Karssen, 1970; Pourrat y Jacques, 1975; Dorne,
1981; Lacey et al., 1997; Fernadndez Farnocchia et al., 2021). En general se ha observado
que un menor nivel de radiacion incidente (Lindstrom et al., 2007; Pizzorno, 2021) y dias
cortos (Ceccato et al., 2015), condiciones que tienen lugar en FS tardias, disminuyen el
espesor del pericarpo. Estos cambios estructurales podrian aumentar la permeabilidad
fisica de las cubiertas a la difusion de O (Lenoir et al., 1986). En el presente trabajo esta
caracteristica podria estar provocando una menor o mas lenta difusion de O al embrion
en FS tempranas, determinando un mayor nivel de hipoxia al embrién que exacerba la
respuesta al ABA y explicando, en parte, el mayor nivel de dormicion de los frutos en
estas FS. Por otro lado, frutos con pericarpos mas finos podrian determinar una imbibicién
mas rapida del embrién. Debeaujon et al. (2000) reportaron que semillas mutantes de testa
de Arabidopsis deficientes en pigmentacion y de menor peso y tamafio, y que presentaban
un nivel de dormicion menor que el ‘wild type’, mostraron una mayor tasa de ingreso de
sales de tetrazolio que las semillas ‘wild type’, sugiriendo que esta mayor permeabilidad

al agua podria explicar, en parte, la mayor germinacion de los mutantes de testa.
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Ademas de los efectos sobre distintas propiedades del pericarpo, las condiciones
ambientales durante el desarrollo de los frutos de girasol en la planta madre determinaron
cambios en el potencial de crecimiento de los embriones, donde embriones de FS tardias
presentaron un mayor porcentaje de germinacion a menores potenciales agua que los
embriones de FS tempranas (Fig. 3.16). Esto refuerza la idea de que los cambios en el
AM producto de variaciones en la FS afectan el comportamiento germinativo de los
embriones. Los cambios observados en la sensibilidad al osmotico estarian relacionados
con la diferente sensibilidad al ABA de los embriones en funcién de la FS. EI ABA puede
imponer una restriccion al potencial de crecimiento del embridn, afectando su capacidad
de expansion (Nonogaki, 2006).

Los resultados presentados en este capitulo revelan algunos de los mecanismos
relacionados al metabolismo y sensibilidad al ABA a través de los cuales, cambios en el
AM provocados por variaciones en la FS, regulan la dormicidn en frutos de girasol. Estos
mecanismos estarian en parte asociados a cambios en el contenido y la capacidad de
sintesis de novo de ABA de los embriones durante el desarrollo de los frutos en la planta
madre, y a variaciones en la sensibilidad al ABA de los embriones a cosecha y durante el
almacenaje post-cosecha. Asimismo, otro efecto de la FS estaria relacionado con la
imposicion de hipoxia del pericarpo al embrion, que exacerba la sensibilidad al ABA del
mismo. Los resultados obtenidos sugieren que la sensibilidad de los embriones al ABA
durante el almacenaje post-cosecha, mecanismo responsable de la dormicion de los
frutos, estaria determinada por el contenido de ABA vy la capacidad de los embriones de

sintetizar ABA durante su desarrollo.



CAPITULO 4. Efecto del ambiente térmico explorado durante la etapa de
desarrollo del fruto en la planta madre sobre el nivel de dormicién en frutos de
girasol

4.1. Introduccion

En los capitulos anteriores (2 y 3) se estudié el efecto de variaciones en la FS sobre
el nivel de dormicion de los frutos de girasol. Las variaciones en la FS exponen a las plantas
a cambios en la radiacion incidente, el fotoperiodo y la temperatura que exploran los
cultivos durante la etapa de desarrollo de las semillas. Dentro de estos factores, existen
claras evidencias de que cambios en el ambiente térmico durante el desarrollo de las
semillas provocan cambios significativos en el nivel de dormicion de las mismas en una
amplia gama de especies (Rodriguez et al., 2003; Kendall et al., 2011; Chen et al., 2014;
Macgregor et al., 2015; Penfield y MacGregor, 2017). De hecho, este ha sido el factor del
AM mas estudiado. En la mayoria de las especies estudiadas, se ha observado que plantas
que exploran mayores temperaturas durante el desarrollo de las semillas producen semillas
con un menor nivel de dormicién. Dentro de este grupo, podemos encontrar especies como
Beta vulgaris, Lactuca sativa, Amaranthus retroflexus, Avena fatua (Fenner, 1991), trigo
(Biddulph et al., 2007; Barrero et al., 2020), lechuga (Contreras et al., 2009), arroz silvestre
(Guetal., 2006) y Arabidopsis (Donohue et al., 2008; Kendall et al., 2011; He et al., 2014),
entre otras. Por el contrario, semillas de otras especies de interés agricola como la soja
(Glycine max) (Keigley y Mullen, 1986; Smith et al., 2008) y quinoa (Ceccato et al., 2011)
presentaron un mayor nivel de dormicion a cosecha asociado a la ocurrencia de altas
temperaturas durante el desarrollo de las semillas. Un comportamiento similar se reportd
para girasol, donde mayores temperaturas durante el desarrollo de los frutos determinaron
un mayor nivel de dormicién y una menor tasa de salida de la dormicién durante el

almacenaje post-cosecha (Bodrone et al., 2017). En trabajos con cebada y girasol se ha
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observado que esta regulacion tendria lugar en las etapas finales del periodo de desarrollo
de las semillas, luego de la MF (Rodriguez et al., 2001; Gualano et al., 2014; Bodrone et
al., 2017).

La dormicion que presentan los frutos de girasol es del tipo fisioldgica, y las
estructuras del fruto que imponen la dormicion pueden ser las cubiertas y/o el embrion
(Bewley et al., 2013). EI ambiente térmico durante el desarrollo de los frutos de girasol
ejerce un efecto diferencial sobre las estructuras que imponen la dormicion del fruto.
Bodrone et al. (2017) observaron que la exposicion de las plantas a altas temperaturas
durante el desarrollo de los frutos provoc6 una reduccion de la dormicion embrionaria
mientras que, en forma contraria, determiné un aumento de la dormicién impuesta por el
pericarpo y la cubierta seminal. Un comportamiento similar fue observado en semillas de
Chenopodium quinoa (Ceccato et al., 2011).

Las hormonas vegetales ABA y GAs desempefian un papel fundamental en la
regulacion de la dormicion fisiologica en muchas especies (Finch-Savage y Leubner-
Metzger, 2006). El nivel enddgeno y la sensibilidad de los tejidos a las hormonas ABA 'y
GA son los mecanismos principales que hacen a la transicion de un nivel de dormicién alto
a bajo (Bewley et al., 2013). Existen evidencias de que los cambios en el nivel de dormicion
de las semillas como resultado de variaciones en el ambiente térmico que exploran las
semillas durante su desarrollo estarian determinadas en parte por variaciones en estos
mecanismos (Walker-Simmons y Sessing, 1990; Garello y Le Page-Degivry, 1999;
Contreras et al., 2009). Por ejemplo, en Arabidopsis, el menor nivel de dormicion que
presentan las semillas maduras, cuando se desarrollaron en un ambiente de alta temperatura
se explica por un menor contenido de ABA y mayor de GAs (Kendall et al., 2011). En el
caso del girasol, resultados preliminares han sugerido que la mayor sensibilidad al ABA de

frutos provenientes de un ambiente de altas temperaturas pareceria ser uno de los
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mecanismos que estaria explicando el mayor nivel de dormicion de los frutos que maduran
bajo estas condiciones (Bodrone et al., 2017).

Mas all& de que el efecto del ambiente térmico sobre la dormicién ha sido estudiado
en varias especies, existen escasos estudios en relacion a sus efectos en el cultivo de girasol,
y menos aun informacidon concluyente en relacién a los mecanismos que estarian
involucrados en esta regulacion. Estudiar esta regulacion en el cultivo de girasol resulta
esencial para comprender cobmo el ambiente térmico regula la dormicién en frutos de esta
especie, y predecir su efecto en condiciones de cultivo, sobre todo en el contexto actual de
cambio climéatico. Asimismo, profundizar sobre los componentes estructurales y
hormonales que explicarian los cambios en el nivel de dormicion frente a cambios en la
temperatura durante el desarrollo de los frutos resulta fundamental para comprender la
regulacion de este proceso a nivel fisiologico.

Este capitulo ha tenido por objetivo estudiar, en dos FS contrastantes, el efecto de
la temperatura materna sobre (i) el nivel de dormicion durante el desarrollo, a cosecha y
durante el almacenaje post-cosecha en frutos de girasol y (ii) su relacion con el contenido
enddgeno de ABA, la capacidad de sintesis de ABA en embriones en desarrollo, la
sensibilidad de los embriones al ABA, GAs y etileno y la influencia de la hipoxia sobre
este Gltimo mecanismo (sensibilidad al ABA). A su vez, se determind (iii) el momento del
desarrollo de los frutos (antes o después de MF) en el que tendria lugar la regulacion de la

dormicion por efecto del ambiente térmico.

4.2. Materiales y Métodos

4.2.1. Sitio de los ensayos y material vegetal.

Los experimentos se realizaron en el campo experimental del IFEVA, Facultad de

Agronomia de la Universidad de Buenos Aires, Argentina (34°25' S, 58°25' O) en la
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campafia 18/19. El genotipo de girasol utilizado fue el 1552 (ver Cuadro 2.1., capitulo 2),

el cual se sembro en dos FS contrastantes: Temprana (21/9/2018) y Tardia (4/1/2019).

4.2.2. Condiciones generales de los ensayos y tratamientos térmicos.

En el experimento Il se sembraron 60 macetas de 30 litros por FS que se
dispusieron sobre una plataforma en el campo de manera equidistante (Fig. 4.1). Como
sustrato se utilizé una mezcla de 55% de tierra negra, 25% de humus de lombriz, 10% de

materia organica y 10% de perlita.

El ensayo se mantuvo libre de enfermedades y plagas, y se reg6 diariamente. Al
momento de antesis (R5.1) se realiz6 la polinizaciéon manual (Fig. 4.2). Los datos
meteorolégicos fueron registrados por una estacion meteoroldgica ubicada en el sitio

experimental (Davis Vantage Pro2).
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Fig. 4. 2. Cultivo en distintas etapas de pre antesis y antesis. Se puede observar como las macetas
se encuentran equidistantes entre si, para asegurar una competencia interplanta uniforme.
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De las 60 plantas iniciales se seleccionaron 44 segun su fecha de antesis (z 3 dias),
las cuales se asignaron aleatoriamente al tratamiento control (22 plantas fuera del
invernaculo) y al tratamiento de alta temperatura “+T” (22 plantas dentro del
invernaculo). En R6 las plantas asignadas a +T fueron trasladadas desde el campo al
interior del invernaculo (Fig. 4.3). Tres plantas de ambos tratamientos (control y +T)
fueron utilizadas para seguir la dindmica de peso seco y humedad del fruto desde R6 hasta
la MC (11% de humedad). EI momento de inicio de tratamiento térmico se eligié para
asegurar la fecundacion de los frutos del tercio medio del capitulo. De aqui en més la
nomenclatura utilizada para distinguir las FS y los tratamientos térmicos sera: FSTe-C
(FS Temprana—Control), FSTe-T (FS Temprana—+T), FSTa-C (FS Tardia—Control) y

FSTa—T (FS Tardia—+T).

Fig. 4. 3. Plantas en el invernaculo. En el techo, se observa el sensor de temperatura y humedad
relativa (HOBO InTemp Temp/Relative Humidity Data Logger—CX450), que registr6 datos de
forma horaria.

El vidrio del invernaculo redujo la radiacion incidente en 21.9% (FS temprana) y
19.8% (FS tardia) (medido con un radiometro —Cavadevices— al mediodia y los dias sin
nubosidad). Para igualar el nivel de radiacién de las plantas dispuestas en el campo, en el

tratamiento control se utilizaron media sombras (Fig. 4.4) que determinaron valores de
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Fig. 4. 4. Plantas control, fuera del inverr;éculo. Sensores portéﬁls registran datos de temperatura
horaria (DAT-10, Datalloger de temperatura y humedad, Schwyz, China).

sombreo similares a los registrados en el invernaculo: 22.8% (FS temprana) y 20.6% (FS
tardia). El invernaculo permanecié parcialmente abierto durante las horas del mediodia 'y
tarde (12 a 16 h) para evitar la acumulacion de humedad y gases (CO2). Asimismo, en 10
plantas por FS y tratamiento térmico, se midié en horas del mediodia la tasa fotosintética
(umol CO, m?2 seg™) y el contenido relativo de agua (CRA, en %) en la quinta hoja desde
el capitulo. La primera medicion se realizé con un sistema de fotosintesis portatil Li-6200
(Li-Cor, Lincoln, NE, EE.UU.) utilizando una camara de 0.25 | conectada a una potencia
de luz roja portatil regulada (QB1 205L1-670, Quantum Devices Inc., Barneveld, WI) a
1500 mol m? seg™* PPFD. El CRA se estimo siguiendo la metodologia propuesta por Barr
y Weatherley (1962), que consiste en tres pasos. Brevemente, se cortaron muestras de
discos (2 cm?) de la hoja que fueron pesados inmediatamente para obtener su peso fresco
(PF). Seguidamente, se dejaron flotar los mismos discos durante 2 horas en placas de Petri
con agua destilada y, tras un suave secado para eliminar el exceso de agua, se pesaron
para obtener el peso turgente (PT). Por Gltimo, se pesaron los discos después de secarlos
a 60°C durante 48 horas hasta alcanzar el peso seco constante (PS). Determinados estos
tres parametros se calculé el CRA mediante la siguiente ecuacion:

CRA (%) = (PF - PS) / (PT - PS) x 100



95

Al momento de MF, estimado segun Ploschuk y Hall (1995, ver capitulo 2 seccién
2.2.4), 5 plantas de la FS Temprana provenientes del tratamiento control fueron
transferidas al inverndculo (C—+T) y 5 plantas del tratamiento +T fueron trasladadas del
invernaculo al campo (+T-C), conformando el experimento 1V.

Llegada la MC, los capitulos se cortaron y trillaron manualmente. So6lo se
seleccionaron los frutos provenientes del tercio medio de los capitulos para realizar los
ensayos de germinacion. El secado y almacenaje de los frutos se realizd segun la

metodologia explicada en la seccion 2.2.2. (capitulo 2).

4.2.3. Ensayos de germinacion.

4.2.3.1. Momentos de muestreo.

Se realizaron ensayos de germinacion durante la etapa de desarrollo de los frutos
(40% y 25% de humedad), a cosecha (luego del secado a 6%) y a los 30 y 90 dias durante
el almacenaje post-cosecha.

4.2.3.2. Caracteristicas de los ensayos de germinacion.

Se colocaron 25 frutos (frutos intactos) y 25 embriones (sin pericarpo ni cubierta
seminal) en placas de Petri de 9 cm de didmetro (n=3) sobre dos discos de papel de filtro
humedecidos con 5 ml de agua destilada o con soluciones de distintas concentraciones de
hormonas (ABA, GAs y etefon) seguin corresponda. En las soluciones de ABA se incluyd
al fluridone (F100). Los frutos y embriones se incubaron a 10 y 25°C (en los muestreos
en desarrollo se incub6 sélo a 25°C) por 15 dias. La remocién del pericarpo y cubierta
seminal, el criterio de germinacion y la frecuencia de recuento de germinacion se llevaron

a cabo tal como se explicé en la seccion 2.2.3 del capitulo 2.
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4.2.4. Determinacién del contenido enddgeno v la capacidad de sintesis de ABA durante

el desarrollo de los frutos.

Con el objetivo de determinar la dinamica del contenido de ABA de los embriones
durante el desarrollo del fruto en la planta madre, se extrajeron frutos hacia el final de su
periodo de desarrollo. Se separaron los ejes embrionarios del resto de las estructuras del
fruto, que fueron congelados en nitrégeno liquido, liofilizados, pesados y molidos para la
extraccion acuosa de ABA. La cuantificacion de los extractos de ABA se realizo por
radioinmunoanalisis (Steinbach et al., 1995; ver seccion 3.2.4 del capitulo 3) y los datos
se expresaron en pg ABA mg PS de la muestra original.

Con el objetivo de determinar la capacidad de sintesis de ABA de los embriones,
se incubaron frutos con 25% de humedad. A las 24 horas (25% y cosecha) y 48 horas
(25%) de incubacion, se extrajeron 20 frutos de cada una de las soluciones y se separo el
eje embrionario, para luego hacer la determinacion de ABA por radioinmunoanalisis
(Steinbach et al., 1995; ver seccion 3.2.4 del capitulo 3). Ademas, se evalud la
germinacion de frutos y embriones en ambos momentos y soluciones. Ambas
determinaciones (nivel enddgeno de ABA durante el desarrollo y sintesis de ABA de

novo) se realizaron en embriones provenientes de ambas FS del experimento I11.

4.2.5. Sensibilidad de los embriones a la hipoxia vy su efecto sobre la sensibilidad de los

embriones al ABA.

Triplicados de veinte embriones se incubaron a 25°C en agua y en distintas
soluciones de ABA (1, 5, 10 y 50uM) en una atmésfera de 21% y de 3% de O». Para la
incubacion, los embriones se dispusieron sobre un papel de filtro colocado sobre una capa
de algoddn hidratada con 50 ml de las soluciones descritas. El recuento de germinacion

fue a los 7 dias de incubacién. La concentracién de hipoxia (3%02) se generd en una
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camara plastica hermética (ver seccion 3.2.6 del capitulo 3). Esta determinacion se realiz6
en embriones provenientes de ambas FS del experimento 111 a los 40 dias de almacenaje

post-cosecha.

4.2.6. Andlisis estadisticos.

Las variables ambientales (temperatura y humedad relativa), los valores de
fotosintesis, CRA, los subcomponentes del peso seco final del fruto y el contenido de
ABA se analizaron mediante un analisis de varianza y posterior test de Tukey para la
separacion de medias con un nivel de significancia del 5%. La evolucion del peso seco
del fruto y de la pérdida de humedad del mismo se ajust6 a los modelos explicados en el
capitulo 2 seccién 2.2.4. Se presentan los valores medios y los EE de la germinacion final
(luego de los 15 dias de incubacién). En los casos donde se requirid hacer inferencia
estadistica en los datos de germinacion, se llevaron a cabo andlisis no paramétricos
(Kruskal-Wallis), con un nivel de significancia del 5%, ya que los registros de
germinacién no se distribuyen normalmente. Los softwares utilizados fueron Infostat (Di

Rienzo et al., 2012) y GraphPad Prism 7 (Motulsky, 2003).

4.3. Resultados

4.3.1. Descripcion del ambiente térmico v del llenado y secado del fruto. Experimento

1.

Las temperaturas medias, maximas y minimas exploradas por las plantas desde
fin de antesis (R6) hasta la MC difirieron segun la FS (p-valor<0.0001 para las tres
temperaturas) y los tratamientos térmicos (Temperatura media y media maxima: p-

valor<0.0001, Temperatura media minima: p-valor=0.0067) (Cuadro 4.1). No se observd

un efecto combinado de ambos factores (p-valor FS*Temperatura>0.05 en las tres
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temperaturas). En FSTe y FSTa del tratamiento +T, las plantas estuvieron expuestas a
temperaturas medias 2.98°C y 2.57°C mayores al control, respectivamente. Mayores
diferencias se observaron en la temperatura media maxima, donde las diferencias a favor
del tratamiento +T fueron de 6°C y 8.7°C para FSTe y FSTa, respectivamente.
Diferencias menores se observaron en la temperatura media minima entre FS y
tratamientos térmicos. La humedad relativa difirio entre FS (p-valor=0.0238) y
tratamientos térmicos (p-valor=0.0032), siendo mayor para las FS tardias y dentro del
invernaculo.

Cuadro 4. 1. Valores medios (+DE) de las variables térmicas registradas entre R6-MC, segin FS
y tratamiento térmico. Abreviaturas: TMd (°C): Temperatura Media diaria, en °C; TMMxd (°C):
Temperatura Media Mé&xima diaria, en °C; TMMnd (°C): Temperatura Media Minima diaria, en
°C; HRMd (%): Humedad Relativa Media diaria, en %.

FS-

Tratam TMd (°C) TMMxd (°C) TMMnd (°C) HRMd (%)
ratamiento

FSTe-C 26.7 (5.9) 34.9 (+3.8) [41.3] 20.1 (2.9)[11.9]  62.8 (x9.3)
FSTe-T 29.7 (+7.7) 40.9 (+3.9) [44.5] 21.6 (+2.5)[14.3]  67.5(x9.9)
FSTa-C 21.2 (+6.2) 30.5 (+3.4) [37.1] 14.9 (+3.8) [8.2] 66.6 (+6.3)
FSTa-T 23.8 (+8.1) 39.2 (+5.6) [46.0] 16.2 (+3.2) [10.6]  69.2 (+7.7)

La tasa fotosintética (Cuadro S4.1) no difiri6 significativamente entre tratamientos
térmicos evidenciando que el aumento de la temperatura y el confinamiento de las plantas
dentro del invernaculo no afectaron la fotosintesis. Sin embargo, FS tempranas
presentaron valores de fotosintesis mayores a las tardias (p-valor<0.0001). Estas
diferencias podrian explicarse, en parte, por el efecto de la menor radiacién que
exploraron las plantas en FS tardias (Cuadro 3.1; Cuadro S3.1). Este factor ambiental es
el que modula la tasa fotosintética en condiciones sin estrés (Berzsenyi et al., 2006). Por
su parte, el contenido relativo de agua fue significativamente diferente entre tratamientos
(FS* Temperatura: p-valor=0.0005). EI mayor contenido relativo de agua se observo en
FSTa-T, tratamiento que exhibié el mayor porcentaje de humedad relativa ambiental
(Cuadro 4.1). Esta condicion podria haber determinado un menor déficit de presion de

vapor y una menor transpiracion de las hojas. Méas alla de estas consideraciones los
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valores de contenido relativo de agua obtenidos en los distintos tratamientos, en conjunto
con los valores de fotosintesis, evidencian que el tratamiento +T no determind una
condicidn diferencial en relacion al status hidrico de las plantas.

La tasa y duracion del llenado no difirieron significativamente entre tratamientos
(p-valor>0.05 para la interaccién y los efectos principales de ambos factores; Fig. 4.5,
Cuadro S4.2). Esto determind que el peso seco final de los frutos tampoco difiera entre
tratamientos (Fig. 4.5, Cuadro S4.2), aunque los provenientes de los tratamientos +T
presentaron un peso levemente menor que el control. Generalmente se ha observado que
plantas de girasol expuestas a mayores temperaturas durante el desarrollo del fruto
presentan frutos de menor peso, asociados a una menor duracion del llenado (Connor y
Hall, 1997). Sin embargo, este efecto depende de la temperatura y en qué momento fueron
expuestas las plantas a esa temperatura (Chimenti et al., 2001; Rondanini et al., 2003). En
nuestros resultados de peso seco final del fruto no encontramos diferencias atribuibles a
los tratamientos térmicos, posiblemente por la reducida magnitud de la diferencia entre
los mismos (que fue de 3°C) y/o porque las temperaturas medias fueron inferiores a los

30°C (Cuadro 4.1). Tampoco se evidenciaron diferencias en el peso seco final de los
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Fig. 4. 5. Evolucion del peso seco unitario del fruto (mg) en funcién de los dias desde antesis
(R5.5) segin FS (Temprana o Tardia) y tratamiento térmico (Control o +T), del experimento I11.
Los puntos y lineas negras representan al tratamiento control, mientras que los puntos y lineas
rojas, al tratamiento +T. Los puntos representan datos promedio del peso seco (£EE, n=3).
Cuando las lineas de error no se muestran, el valor del EE de la media es menor que el tamafio
del simbolo. Las fechas de cosecha para cada FS y tratamiento térmico fueron: FSTe-C:
20/1/2019; FSTe-T: 20/1/2019; FSTa—C: 1/5/2019; FSTa-T: 1/5/2019. Las flechas indican el
momento en el que comenzd el tratamiento térmico (R6).
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frutos entre FS, tal como evidenciamos en algunos casos expuestos en los capitulos
anteriores (Cuadro S2.3, Fig. 3.1B, Fig. 3.1C, Fig. 3.1E, Cuadro S3.2). Esto llama la
atencion porque con menores tasas de fotosintesis en las FS tardias, el peso de los frutos
es similar a las FS tempranas. Este comportamiento podemos explicarlo mediante dos
posibles mecanismos de compensacion parcial del rendimiento sobre el peso del fruto que
ocurriria en las siembras de verano: (i) menor nimero final de frutos, como consecuencia
de niveles de radiacion restrictivos en el cuaje de los frutos (Cantagallo y Hall, 2002;
Cantagallo et al., 2004) y/o (ii) mayor removilizacion de reservas debido a la limitada
disponibilidad de nuevos asimilados fotosintéticos (Dosio et al., 2000; Lépez Pereira et
al., 2008; Andrianasolo et al., 2017).

Las tasas de secado del fruto de las FS tempranas fueron mayores a las obtenidas
en las FS tardias (Fig. 4.6, Cuadro S4.3), en ambos tratamientos térmicos. De manera
similar a lo presentado en los capitulos 2 y 3, en las FS de enero se observé una velocidad
de secado inicial mayor y una final menor (modelo bilineal), asociado a la disminucién
de la temperatura, radiacion incidente y el aumento de la humedad ambiental que ocurre

en otofo. En todos los casos, el momento de MF ocurrié con valores de humedad de fruto
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Fig. 4. 6. Evolucion de la humedad del fruto (%) en funcién de los dias desde antesis (R5.5) segln
FS (Temprana o Tardia) y tratamiento térmico (Control o +T), del experimento I1l. Los puntos y
lineas negras representan al tratamiento control, mientras que los puntos y lineas rojas, al
tratamiento +T. Los puntos indican el promedio del porcentaje de humedad (£EE, n=3). Cuando
las lineas de error no se muestran, el valor del EE de la media es menor que el tamafio del simbolo.
Se ajustd un modelo lineal a los datos de humedad de las FSTe—T y modelos bilineales para FSTe-
C, FSTa-C y FSTa-T. Las tasas de secado de ambas FS se encuentran en el Cuadro S4.3 Para
cada caso, se resalta el contenido de humedad promedio (+EE, n=3) de los frutos al momento de
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de alrededor 44% y 46% (Fig. 4.6). El tiempo entre MF y MC difirié entre FS. Para FSTe-
C esta etapa se completd, en promedio, en 18 dias, mientras que para FSTe—T en 21 dias.

Por su parte, para FSTa—-C y FSTa-T esta etapa ocurrid en 39 y 38 dias, respectivamente.

4.3.2. Germinaciéon de embriones en desarrollo. Experimento 111.

4.3.2.1. Fluridone, GAs v etefén.

La germinacion de los embriones en desarrollo (40% y 25% de humedad del fruto)
incubados en agua destilada difirié entre FS y tratamientos térmicos (lineas punteadas;
Fig. 4.7). Para la FS temprana, los embriones provenientes de frutos de 40% de humedad
presentaron un porcentaje nulo de germinacion en ambos tratamientos térmicos. Cuando
los frutos avanzaron en su maduracion (25%), los embriones del tratamiento FSTe-T
presentaron una germinacion mayor (38.75%) que los del FSTe-C (16.25%). En la FS
tardia se observO una respuesta contraria: los embriones de FSTa—C presentaron un
porcentaje de germinacién mayor que FSTa-T, en ambos muestreos.

Cuando se agreg6 F100 y etefon a la solucién (primer y tercer panel de figuras;
Fig. 4.7), se observo una promocién de la germinacién cercana al maximo (100%) para
los cuatro tratamientos. Por otro lado, la respuesta de los embriones de ambas FS al efecto
promotor de las GAs (segundo panel de figuras; Fig. 4.7) aument6 conforme avanzd el
desarrollo sin observarse diferencias apreciables en la respuesta, exceptuando a los
embriones de 40% de humedad de la FSTa, donde el tratamiento control presenté una
mayor respuesta que el +T. En relacién a la sensibilidad de los embriones a las hormonas
que promueven la germinacion (GAs y etefon), no se observaron diferencias entre
tratamientos en la respuesta germinativa de los embriones en la FS tardia (Fig. S4.1); s6lo
se observd una mayor respuesta a la menor dosis de GAs y etefon en embriones de FSTe—

T en comparacién con FSTe-C.
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Fig. 4. 7. Porcentaje final de germinacion de embriones, incubados a 25°C, segun FS y tratamiento
térmico, provenientes de frutos en desarrollo con un 40% y 25% de humedad, del experimento
I1l. Se exhibe la respuesta germinativa en diferentes medios de incubacion: agua (lineas
punteadas), F100, GAs 50uM vy eteféon 10uM (lineas llenas). Los puntos y lineas negras
representan al tratamiento control, mientras que los puntos y lineas rojas, al tratamiento +T. Los
puntos indican el promedio de germinacion (+EE, n=3). Cuando las lineas de error no se
muestran, el valor del EE de la media es menor que el tamafio del simbolo.

4.3.2.2. Sensibilidad al ABA de embriones en desarrollo.

La FSy el tratamiento térmico afectaron la germinacion de embriones inmaduros
incubados en soluciones de ABA. En el muestreo de 40% de humedad de los frutos, los
embriones de FSTe-T mostraron menor sensibilidad al ABA que los provenientes de
FSTe-C (Fig. 4.8A). Sin embargo, cuando avanzé la madurez (25% de humedad) (Fig.
4.8B) la respuesta se invirtio: los embriones de FSTe—C fueron menos sensibles al ABA
exogeno que los de FSTe-T. En la FS tardia los embriones del tratamiento control
presentaron menor sensibilidad al ABA que los de +T en ambos muestreos (Fig. 4.8C;

Fig. 4.8D).



FS Temprana FS Tardia

=100 100 -
£
= 804 &0
£
ic

J B0
5% 3
E 40+ 40
E 204 20 @ Conirol

0 0 c T q.l- T
10 0.1 1 10
~100, 100
£
= 80 &0
£
i
E 60+ &0 »
o =
8 401 40
g 201 20 & Conlrol
0 ’ : o @& 7
0.1 1 10 0.1 1 10
ABA{uM) ABA(uM)

103

Fig. 4. 8. Porcentaje final de germinacion de embriones, incubados a 25°C, en funcion de la
concentracion de ABA, segun FS y tratamiento térmico, provenientes de frutos en desarrollo con
un 40% y 25% de humedad, del experimento Ill. Los puntos y lineas negras representan al
tratamiento control, mientras que los puntos y lineas rojas, al tratamiento +T. Los puntos indican
el promedio de germinacion (xEE, n=3). Cuando las lineas de error no se muestran, el valor del
EE de la media es menor que el tamafio del simbolo. Los puntos que se muestran como x=0 estan
graficados como x=0.01, y representan a embriones incubados en F100.

4.3.3. Contenido enddgeno de ABA.

4.3.3.1. Durante la etapa final del desarrollo del fruto en la planta madre.

Las FS y tratamientos térmicos determinaron diferencias en el contenido
endégeno de ABA de los ejes embrionarios (Fig. 4.9). Los ejes de embriones
pertenecientes a FSTe-T (Fig. 4.9A) mostraron un contenido de ABA mayor que los
pertenecientes a FSTe—C durante toda la etapa final de desarrollo del fruto en la planta
madre. En la FS tardia (Fig. 4.9B) no se observaron diferencias entre tratamientos
térmicos, presentando valores similares de contenido de ABA a cosecha. El contenido
endogeno de ABA de los tratamientos control no difirio entre FS, lo que contrasta con los
resultados reportados en el capitulo 3 (Fig. 3.6), donde el nivel de ABA endogeno fue
mayor en las FS tempranas. Sin embargo, las comparaciones entre FS no son vélidas en
este caso, ya que corresponden a diferentes determinaciones por radioinmunoensayo (no

se pueden comparar muestras que no fueron analizadas en la misma corrida).
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Fig. 4. 9. Contenido end6geno de ABA (pg ABA mg PS™?) en funcion del porcentaje de humedad
de frutos en ejes embrionarios extraidos de frutos provenientes de los tratamientos de FS y
temperatura, del experimento Ill. Los puntos y lineas negras representan al tratamiento control,
mientras que los puntos y lineas rojas, al tratamiento +T. Los puntos indican la media del
contenido endégeno de ABA (xEE, n=3). Cuando las lineas de error no se muestran, el valor del
EE de la media es menor que el tamafio del simbolo. El asterisco en la FS temprana indica que
hay diferencia significativa en los contenidos de ABA a cosecha entre tratamientos térmicos (p-
valor=0.016). La MF de los frutos ocurrid con los siguientes porcentajes de humedad, segin FS
y tratamiento térmico: FSTe—C 44.2%; FSTe-T 46.5%; FSTa—C 45.7%; FSTa-T 46.7%.

4.3.3.2. Durante la incubacion, en frutos con 25% de humedad.

El contenido de ABA de ejes embrionarios durante la incubacién vario en funcion
de la FS'y el tratamiento térmico (Cuadro 4.2). Antes de la incubacion, las FS tempranas
y los tratamientos +T presentaron los mayores niveles de ABA endogeno (p-valor
rs=0.025 y p-valor tratamiento t¢rmico<0.001; la interaccion entre FS y tratamiento térmico no
fue significativa: p-valor=0.112). La incorporacion de un inhibidor de la sintesis de ABA
(F100) al medio de incubacion provocé un aumento en la germinacion final de embriones
(Cuadro 4.2) a valores superiores al 85%, independientemente del tratamiento. Por su
parte, los frutos de ambas FS y tratamientos térmicos no germinaron (datos no
presentados). La comparacion del contenido de ABA luego de 24 horas de incubacion en
presencia o ausencia del inhibidor permitio estimar la capacidad diferencial de sintesis de
ABA en los distintos tratamientos. Se observo que la capacidad de sintesis en los ejes

provenientes del tratamiento +T para ambas FS fue significativa y mayor que para los
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ejes del tratamiento control (p-valor tratamiento térmico*solucion (agua o F100=0.007;
Cuadro 4.2). A su vez, embriones del tratamiento FSTe—T presentaron una mayor
capacidad de sintesis de ABA en la incubacion que los embriones de la FSTa-T (p-
valorEs«tratamiento termico)=0.006). Por su parte, a cosecha (luego del secado), los ejes
embrionarios provenientes de tratamientos de alta temperatura presentaron mayor
contenido de ABA, en ambas FS (FS temprana: 369.84£9.3 vs 646.9£22.7 pg ABA mg
PS?, para el tratamiento control y de +T, respectivamente; FS tardia 452.6+11.8 vs
524.7+21.0 pg ABA mg PS, para el tratamiento control y de +T, respectivamente).

Cuadro 4. 2. Contenido endégeno de ABA (pg ABA mg PS?) en ejes embrionarios provenientes
de frutos de 25% de humedad, incubados en agua destilada y F100 a 25°C, segln FS y tratamiento
térmico, del experimento I1l. EI contenido de ABA se midié en dos momentos: al comienzo y a
las 24 horas de incubacion. En este Ultimo momento se estimo la sintesis de ABA de novo. Se
presentan datos medios de contenido de ABA (xEE, n=3). Se realizaron dos andlisis de varianza,
por momento (antes y a las 24 de incubacion*), con su correspondiente test de Tukey. En todos
los casos se indica la media (£EE, n=3) de germinacidn final embriones (GE!), luego de 15 dias
de incubacidn, junto con la diferencia significativa (embriones: p-valor=0.004).

FS Temprana FS Tardia
Control +T Control +T
Comienzo be a c b
incubacion* 541.5 (+28.0) 749.4 (+53.8) 479.3 (+27.2) 600.0 (+52.4)
24 horas*
Sin F100 738.6 (+2.3)3¢ 801.8 (+13.9)2 781.7 (x17.6)® 736.8 (+10.1)*°
Con F100 741.2 (£26.3)™  697.8 (x17.5)™ 752.2 (+40.8)® 671.1 (£34.9)°
Sintesis de
ABA de novo -2.6 104.0 29.5 65.7
estimada
e
GE! %;;)Floo 20.0 (+8.7)° 350 (@500 533 (+7.3)%° 20.0 (+5.0)°
|
GE! (E&)n) F100 98.3 (£1.7)? 95.0 (£2.9) 86.7 (+3.3)® 86.7 (+6.7)®

4.3.4. Germinacion de estructuras que componen el fruto a cosecha. Experimento 111.

La germinacion de las distintas estructuras del fruto a cosecha mostré diferencias

en relacion a la FS y tratamiento de temperatura (Fig. 4.10). Los frutos del tratamiento
control presentaron mayor germinacién que los provenientes del tratamiento +T en ambas

FS. Sin embargo, los embriones de las FS tempranas mostraron el comportamiento
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contrario, mientras que los de la FS tardias presentaron un porcentaje de germinacion

cercano al 100% en ambos tratamientos.
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Fig. 4. 10. Porcentaje final de germinacién de frutos y embriones a cosecha, incubados a 25°C,
segun FS y tratamiento térmico, del experimento Ill. Las barras llenas indican la FS temprana,
mientras que las que contienen lineas diagonales, representan la FS tardia; las barras negras
indican al tratamiento control y las rojas, al tratamiento +T. Las barras indican el promedio de
germinacion (xEE, n=3). Se indica la diferencia significativa del porcentaje de germinacién (por
estructura evaluada) con letras diferentes, cuando la interaccidn entre FS y tratamiento térmico
fue significativa, segin el test de Kruskal-Wallis (frutos: p-valor=0.026; embriones: p-

4.3.5. Germinacion de estructuras que componen el fruto durante el almacenaje post-

cosecha. Experimento IlI.

A medida que transcurrieron los dias de almacenaje post-cosecha se observé un
aumento de la germinacion en frutos y embriones para todos los tratamientos y
condiciones de incubacion (Fig. 4.11). Sin embargo, los embriones siempre presentaron
valores de germinacion superiores o iguales a los frutos. A su vez, cuando la incubacién
se realiz6 a 10°C, se registrd un menor porcentaje de germinacion que a 25°C.

La FSy el tratamiento térmico provocaron diferencias en la germinacion de ambas
estructuras. En términos generales, frutos y embriones de FS tardias presentaron un mayor
porcentaje de germinacion que los provenientes de FS tempranas. En relacion a los
tratamientos térmicos, en lineas generales, tanto los frutos como embriones del

tratamiento control presentaron un mayor porcentaje de germinacion que los del
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tratamiento +T (Fig. 4.11A); sin embargo, en los embriones de la FS temprana cuando
fueron incubados a 25°C a cosecha se observé una mayor germinacion del tratamiento
+T en relacion al control, tal como se coment6 anteriormente (Fig. 4.10). Las diferencias
entre tratamientos fueron mas evidentes en frutos incubados a 25°C en FS tempranas. Es
interesante remarcar que, en todos los casos, los embriones incubados a 10°C presentaron
un porcentaje de germinacion nulo a cosecha, lo que indicaria que esta estructura explica

el nivel de dormicién del fruto entero en esta condicion.
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Fig. 4. 11. Porcentaje final de germinacion de frutos (A 'y C) y embriones (B y D) en funcién de
los dias desde el almacenaje post-cosecha, incubados en agua destilada, segln FS y tratamiento
térmico, del experimento Ill. Las lineas y puntos grises representan al tratamiento control
incubado a 10°C, las lineas y puntos rosas, al tratamiento +T a 10°C, las negras, al tratamiento
control a 25°C y las rojas, al +T a 25°C. Los puntos indican la media de germinacién (xEE, n=3).
Cuando las lineas de error no se muestran, el valor del EE de la media es menor que el tamafio

4.3.6. Sensibilidad de embriones al de ABA durante el almacenaje post-cosecha.

Experimento IlI.

Como fue observado en el capitulo 3, generalmente embriones de FS tardias

presentaron una menor sensibilidad al ABA que FS tempranas (Fig. 4.12). En relacion al
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tratamiento térmico, los embriones provenientes del tratamiento control presentaron una

menor sensibilidad al efecto inhibitorio del ABA que los embriones del tratamiento +T.
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Fig. 4. 12. Porcentaje final de germinacion de embriones incubados a 25°C en funcion de la
concentracién de ABA, para diferentes momentos durante el almacenaje post-cosecha (DdAP),
segun FSy tratamiento térmico, del experimento I11. Los puntos negros representan al tratamiento
control y los rojos, al tratamiento +T. Los puntos indican la media de germinacion (xEE, n=3).
Cuando las lineas de error no se muestran, el valor del EE de la media es menor que el tamafio
del simbolo. Los puntos que se muestran como x=0 estan graficados como x=0.01, y representan
a embriones incubados en F100.

4.3.7. Sensibilidad de embriones al ABA durante el almacenaje post-cosecha en hipoxia.

Experimento 111.

La hipoxia (3%02) disminuy0 significativamente la germinacion en agua (Fig.
4.13) unicamente en los embriones pertenecientes al tratamiento FSTe-T (ver punto
x=0.01); sin embargo, aumento la sensibilidad al ABA de los embriones en todos los
tratamientos. En relacion a los tratamientos térmicos, para ambas FS, los embriones del
tratamiento +T aumentaron su sensibilidad al ABA en condiciones de hipoxia en mayor
medida que en el tratamiento control. Por ejemplo, en ABA 5uM se registré una

disminucion en la germinacién de embriones incubados a 3%03, en términos porcentuales
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y relativo al maximo obtenido en una atmaosfera normal, de 7.7%, 21.6%, 7% y 31.7%
para los tratamientos FSTe—C, FSTe-T, FSTa—C y FSTa-T, respectivamente. La misma

tendencia se observd en ABA 10 puM.
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Fig. 4. 13. Porcentaje final de germinacion de embriones de 40 dias de almacenaje post-cosecha
incubados a 25°C en condiciones crecientes de ABA, bajo concentraciones de O contrastantes:
21%0, (lineas llenas) y 3%0; (lineas punteadas), segin FS y tratamiento térmico, del
experimento Il1. Lineas y puntos negros indican al tratamiento control, mientras que los rojos, al
tratamiento +T. Los puntos indican la media de germinacién (£EE, n=3). Cuando las lineas de
error no se muestran, el valor del EE de la media es menor que el tamafio del simbolo. Los puntos
que se muestran como x=0 estan graficados como x=0.01, y representan a embriones incubados

4.3.8. Caracterizacion del ambiente térmico. Experimento IV.

La transferencia de plantas en el momento de MF determind que las mismas
exploren diferentes temperaturas en el periodo R6-MC (Cuadro 4.3). Las provenientes
del tratamiento +T y C—+T exploraron mayores temperaturas medias diarias y medias
diarias méaximas que las plantas Control y +T—C luego de la transferencia. En cuanto a

las temperaturas minimas, no se observaron diferencias significativas entre tratamientos.
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Cuadro 4. 3. Valores medios (+DE) de las variables térmicas registradas desde R6-MC, antes
(R6-MF) o después de la transferencia (MF—MC) de macetas, del experimento IV. Letras
diferentes indican diferencias significativas entre medias de temperaturas (0=0.05). Antes de la
transferencia: p-valor Temperatura media diaria (TMd)<0.001; p-valor Temperatura media diaria
méaxima (TMMxd)<0.001; p-valor Temperatura media diaria minima (TMMnd)=0.153. Después
de la transferencia: p-valor Temperatura media diaria<0.001; p-valor Temperatura media diaria
maxima<0.001; p-valor Temperatura media diaria minima=0.082). Abreviaturas: TMd (°C):
Temperatura Media diaria, en °C; TMMxd (°C): Temperatura Media Maxima diaria, en °C;
TMMnd (°C): Temperatura Media Minima diaria, en °C.

Tratamiento TMd (°C) TMMxd (°C)  TMMnd (°C)
Antes de la transferencia
Control 27.9 (x1.4)° 36.6 (+2.8) ° 21.0 (£2.2)
C—+T 27.9 (x1.4)° 36.6 (+2.8) ° 21.0 (¥2.2)
+T 30.5(x1.8)® 42.2 (£2.6) @ 22.3 (x1.7)
+T-C 30.5(x£1.8) 42.2 (+2.6) ® 22.3 (¥1.7)
Después de la transferencia
Control 25.2 (2.7)° 33.3(x3.6)° 18.9 (¢3.2)
C+T 28.7 (+2.6) ® 40.6 (£2.8) ® 20.6 (x2.7)
+T 28.7 (£2.6) ® 40.6 (x3.9) ® 20.6 (x2.7)
+T-C 25.2 (£2.7) ° 33.3(+3.6)° 18.9 (£3.2)

4.3.9. Germinacion de estructuras que componen el fruto a cosecha y durante el

almacenaje post-cosecha. Experimento V.

La germinacién de las distintas estructuras del fruto mostro diferencias en relacién
al tratamiento térmico aplicado (Fig. 4.14). Los frutos de +T-C tuvieron un
comportamiento similar al tratamiento Control a cosecha (Fig. 4.14A) y durante el
almacenaje post-cosecha (Fig. 4.14B), presentando un mayor porcentaje de germinacion
(es decir, menor nivel de dormicion). El tratamiento C—+T presentd un comportamiento
similar al +T, presentando un menor porcentaje de germinacién. En relacion a los
embriones (Fig. 4.14A), los provenientes del tratamiento control presentaron un menor
porcentaje de germinacion a cosecha que el resto de los tratamientos. Estos Gltimos, no
evidenciaron diferencias entre tratamientos, presentando porcentajes de germinacion

entre 80 y 90%.
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Fig. 4. 14. A. Porcentaje final de germinacion de frutos y embriones a cosecha, incubados a 25°C,
segun tratamiento térmico, del experimento IV. Las barras indican el promedio de germinacién
(xEE, n=3). Se indica la diferencia significativa del porcentaje de germinacion (por estructura
evaluada) con letras diferentes, segun el test de Kruskal-Wallis (frutos: p-valor=0.034;
embriones: p-valor=0.047). B. Porcentaje final de germinacion de frutos en funcién de los dias
desde el almacenaje post-cosecha, incubados a 25°C en agua destilada, segln tratamiento térmico.
Los puntos indican la media de germinacion (£EE, n=3). Cuando las lineas de error no se
muestran, el valor del EE de la media es menor que el tamafio del simbolo.

4.3.10. Sensibilidad de embriones al ABA durante el almacenaje post-cosecha.

Experimento IV.

La sensibilidad al ABA de los embriones difirio entre tratamientos térmicos (Fig.
4.15). Los provenientes del tratamiento Control presentaron una menor sensibilidad al
ABA que el tratamiento +T en los 3 momentos analizados. En relacion a los tratamientos
de trasferencia de plantas se puede observar que en general presentan un comportamiento
mas parecido al tratamiento +T. Sin embargo, a los 0 y 90 dias de almacenaje post-

cosecha, los embriones del tratamiento donde se aumento la temperatura hacia el final del
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Fig. 4. 15. Porcentaje final de germinacion de embriones incubados a 25°C en funcion de la
concentracion de ABA, para diferentes momentos durante el almacenaje post-cosecha (DdAP),
segun tratamiento térmico, del experimento IV. Los puntos indican la media de germinacion
(xEE, n=3). Cuando las lineas de error no se muestran, el valor del EE de la media es menor que
el tamafio del simbolo. Los puntos que se muestran como x=0 estan graficados como x=0.01, y
representan a embriones incubados en F100.
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periodo de desarrollo del fruto (C—+T) presentaron una sensibilidad mayor a aquellos
expuesto a menores temperaturas durante este mismo periodo.

En este capitulo se observé que mayores temperaturas ambientales durante el
desarrollo de los frutos aumentan su nivel de dormicion primaria, tanto en FS tempranas
como en FS tardias; aunque en las primeras el efecto fue mayor (Fig. 4.10; Fig. 4.11).
Este aumento en el nivel de dormicién se asocid a embriones en desarrollo con mayor
contenido y capacidad de sintesis de ABA (Fig. 4.9; Cuadro 4.2). A la cosecha y durante
el almacenaje post-cosecha, el nivel de dormicion del fruto guardd relacion con la
sensibilidad de los embriones al ABA y embriones provenientes de los tratamientos de
mayor temperatura durante su desarrollo resultaron més sensibles a la hormona en
condiciones de O, atmosférico y de hipoxia (Fig. 4.12; Fig. 4.13). Esta regulacion de la
dormicidn del fruto por efecto del ambiente térmico tendria lugar en el periodo posterior

a la MF de los frutos (Fig. 4.14; Fig. 4.15).

4.4. Discusion

Existen numerosas evidencias de que la temperatura que exploran las semillas y/o
frutos durante su desarrollo en la planta madre afecta el nivel de dormicion de las mismas
a cosecha (Gutterman, 1980; Roach y Wulff, 1987; Fenner, 1991; Allen et al., 2007). Los
resultados obtenidos en este capitulo muestran que en el cultivo de girasol los ambientes
de mayor temperatura, sobre todo hacia el final del periodo de desarrollo del fruto,
determinan un mayor nivel de dormicién de los frutos a cosecha y durante el almacenaje
post-cosecha. Los cambios en la capacidad de sintesis de ABA de los ejes embrionarios
durante el desarrollo del fruto y la sensibilidad embrionaria al ABA durante el almacenaje

post-cosecha descritos en el capitulo anterior parecerian ser, aqui también, los puntos
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regulatorios de la respuesta germinativa de los frutos ante variaciones en el ambiente
térmico.

Diversos trabajos han observado que los efectos del ambiente térmico que
exploran las semillas durante su desarrollo sobre el nivel de dormicion estarian asociados
a cambios en el metabolismo y la sefializacion del ABA (Kucera et al., 2005; Finch-
Savage y Leubner-Metzger, 2006). En este capitulo, el contenido endégeno de ABA, la
capacidad de sintesis de ABA de los embriones y la sensibilidad de los embriones al ABA
durante el desarrollo difirié entre FS y tratamientos térmicos. En la FS temprana, mayores
temperaturas determinaron mayores contenidos enddgenos de ABA durante el desarrollo
y a cosecha (Fig. 4.9A) y un mayor nivel de ABA durante la incubacion en frutos
inmaduros (25% de humedad) asociado a una mayor capacidad de sintesis de ABA
(Cuadro 4.2). La promocidn de la germinacion de embriones en desarrollo por el agregado
de F100 (Cuadro 4.2) sugiere que la sintesis de ABA seria uno de los mecanismos que
estaria regulando la imposicion y el mantenimiento de la dormicion durante el desarrollo,
tal como reportaron varios trabajos previos en girasol (Le Page-Degivry y Garello, 1992;
Bianco et al., 1994; Le Page-Degivry et al., 1996). Una asociacion entre los efectos del
ambiente térmico sobre el nivel de dormicion y la capacidad de sintesis de ABA también
fue observada en trigo, donde embriones de cariopses con un mayor nivel de dormicion
por haber madurado en un ambiente mas fresco presentaron una mayor capacidad de
sintesis de ABA (Garello y Le Page-Degivry, 1999). Sin embargo, los embriones
provenientes del tratamiento +T de la FS temprana que presentaban un mayor contenido
de ABA y una mayor capacidad de sintesis (Cuadro 4.2) mostraron un porcentaje de
germinacion en agua mayor gue los embriones provenientes del tratamiento control, tanto
en desarrollo como a cosecha (Fig. 4.7, Fig. 4.10). Esto sugiere que el nivel de ABAy la

capacidad de sintesis de la hormona en los embriones no estarian relacionados con la
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capacidad germinativa en agua de los mismos. Algo similar se observo en el capitulo 3,
donde los embriones del genotipo 1552 de FS tempranas, con mayor contenido y
capacidad de sintesis de ABA en la incubacidn, presentaron mayor germinacion en agua
hacia el final del desarrollo y a cosecha (Cuadro 3.2, Fig. 3.3A, Fig. 3.3B, Fig. 3.3C, Fig.
3.5A, Fig. 3.5B, Fig. 3.8A, Fig. 3.8B, Fig. 3.8C). Existen evidencias contrapuestas en
varias especies en relacion a la posible asociacion entre el nivel enddgeno de ABA 'y los
cambios en el nivel de dormicion como resultado de variaciones en el ambiente térmico
durante el desarrollo de las semillas y/o frutos. En especies como lechuga y trigo
variaciones en el nivel de dormicidn de los frutos, como resultado de modificaciones en
el ambiente térmico durante su desarrollo, no mostraron una asociacion con el contenido
de ABA de los embriones (Walker-Simmons, 1988; Contreras et al., 2009). Sin embargo,
en Arabidopsis y en Brassica oleracea, semillas que tenian alto nivel de dormicion por
haber siso producidas a bajas temperaturas presentaron un mayor nivel de ABA y un
menor nivel de GA4 en comparacion con aquellas producidas a mayores temperaturas
(Kendall et al., 2011; Chen et al., 2021). Estas variaciones se explicaron por una mayor
expresioén de NCED (sintesis de ABA) y de GA20x6 (degradacion de GAs) y una menor
expresion de CYP707A2 (degradacion de ABA).

En las FS tardias el mayor porcentaje de germinacion de los embriones en
desarrollo del tratamiento control (Fig. 4.7) se asocio a una menor sintesis de ABA de
novo en desarrollo (Cuadro 4.2). Sin embargo, en esta FS no se observaron diferencias
significativas en el nivel endégeno de ABA durante el desarrollo (Fig. 4.9B), ni en la
germinacion de los embriones incubados en GAs y etileno (Fig. 4.7, Fig. S4.1) entre
tratamientos térmicos. Las diferencias de respuesta observadas entre FS podrian estar
explicadas por diferencias en los rangos térmicos explorados en ambas FS (mayores

temperaturas en FS tempranas; Cuadro 4.1) o por la interaccién con otros factores que
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varian con la FS, como el nivel de radiacién incidente (menores en FS tardias; Cuadro
3.1, Cuadro S3.1).

Maés alla de las diferencias observadas en el contenido endégeno de ABA entre FS
y tratamientos térmicos, en ambas FS la mayor dormicion de los frutos expuestos a altas
temperaturas se asocidé a una mayor capacidad de sintesis de ABA de los embriones
durante las Gltimas etapas del desarrollo y a una mayor sensibilidad al ABA de los mismos
durante la post-cosecha (Cuadro 4.2, Fig. 4.8, Fig. 4.10, Fig. 4.11, Fig. 4.12). Estos
resultados sugieren que el ambiente térmico durante el desarrollo podria modular la
sensibilidad al ABA de los embriones como resultado de una mayor capacidad de sintesis
de ABA en algin momento hacia el final del desarrollo (Le Page-Degivry et al., 1996),
tal como se propuso en el capitulo 3. Esta mayor sensibilidad al ABA de los embriones
que prevalece hacia la cosecha del cultivo y durante el almacenaje post-cosecha es lo que
determina el mayor nivel de dormicion de los frutos. Esta hipotesis también estaria
apoyada por la asociacién existente entre el menor nivel de dormicién de los frutos a
cosecha, la menor sensibilidad al ABA y la menor capacidad de sintesis de ABA de los
embriones del tratamiento de “alta” temperatura de la FS tardia en relacion al mismo
tratamiento en la FS temprana (Cuadro 4.2, Fig. 4.8, Fig. 4.10).

En la mayoria de las especies estudiadas se ha observado que aumentos en la
temperatura media diaria durante el llenado se asociaron a disminuciones en el nivel de
dormicion de las semillas maduras o recién dispersadas (Walker-Simmons y Sessing,
1990; Sung et al., 1998; Garello y Le Page-Degivry, 1999; Steadman et al., 2004; Sung
et al., 2008; Contreras et al., 2009; Kendall et al., 2011; He et al., 2014; Barrero et al.,
2020; Chen et al., 2021). Sin embargo, en girasol este comportamiento es particularmente
cierto para los embriones, pero no para los frutos (Fig. 4.10, Fig. 4.11, Fig. 4.14). Frutos

expuestos a mayores temperaturas durante el llenado presentaron una menor dormicién
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embrionaria pero una mayor dormicion impuesta por las cubiertas a cosecha. Esta
respuesta se observo claramente cuando los cultivos fueron sembrados en primaveray en
aquellos tratamientos del experimento 1V que en algin momento del desarrollo fueron
expuestos a altas temperaturas, mientras que en la FS tardia de verano los embriones
germinaron 100% en ambos tratamientos (Fig. 4.10, Fig. 4.14). Una respuesta similar fue
observada por Bodrone et al. (2017) en un material hibrido de girasol y en quinoa por
Ceccato et al. (2011). Esto sugiere, tal como indicamos en el capitulo 3, que las cubiertas
(pericarpo + cubierta seminal) contribuyen a la dormicion del fruto entero en los
tratamientos de alta temperatura, e interactian con el embrién aumentando su sensibilidad
al ABA (Dominguez et al., 2019). En este sentido, a pesar de que los embriones aislados
de FSTe-T germinen més en agua (Fig. 4.10) son mas sensibles al ABA (Fig. 4.12),
determinando que los frutos de este tratamiento presenten un mayor nivel de dormicion,
como fue observado preliminarmente por Bodrone et al. (2017). La sensibilidad de los
embriones al ABA seria el mecanismo que modula el nivel de dormicion del fruto entero
durante la post-maduracién en seco en frutos de girasol (Le Page-Degivry et al., 1996;
Rodriguez et al., 2018). Respuestas similares al ambiente térmico materno se reportaron
en frutos de lechuga y trigo (Walker-Simmons y Sessing, 1990; Biddulph et al., 2007;
Contreras et al., 2009). Los resultados obtenidos nos permiten corroborar que en girasol
las mayores temperaturas durante el desarrollo de los frutos aumentan el nivel de
dormicion de los mismos a través de una modulacion de la sensibilidad al ABA de los
embriones.

Las cubiertas que recubren al embridon pueden imponer dormicién a través de la
interferencia con el intercambio gaseoso (por ejemplo, entrada de O2; Corbineau y Céme,
1995; Rolletschek et al., 2007; Borisjuk y Rolletschek, 2009). Esta condicién de hipoxia

aumentaria la sensibilidad al ABA de los embriones (Benech-Arnold et al., 2006;
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Dominguez et al., 2019) como se observo en embriones provenientes de FS tempranas en
el capitulo 3 (Fig. 3.14). En este capitulo, los embriones expuestos a mayores
temperaturas durante el desarrollo presentaron un mayor aumento en su sensibilidad al
ABA en respuesta a la hipoxia que aquellos del tratamiento control (Fig. 4.13). Esta
respuesta fue mas notoria en las FS tardias, probablemente porque los embriones de FS
tempranas presentaron un nivel de dormicion mas alto al momento del muestreo (40 dias
de almacenaje post-cosecha). Entonces, el AM térmico también regularia el nivel de
dormicién del fruto a traves de la modulacién de la sensibilidad de los embriones a la
hipoxia. En este ensayo no se realizaron determinaciones de cambios en las propiedades
anatomicas de las cubiertas, como en el capitulo anterior. Sin embargo, seria importante
verificar estos efectos en futuros ensayos, ya que estos cambios podrian afectar el nivel
de hipoxia al que esta sometido el embridn y el nivel de dormicién del fruto. Por ejemplo,
en Arabidopsis se ha observado que el nivel de hipoxia impuesto por las cubiertas se
encuentra modulado por el AM a través de una deposicion diferencial de suberina (Fedi
et al., 2017). Dicha suberizacién es promovida por el ABA (Barberon et al., 2016) que
esta presente en mayores concentraciones en las semillas que presentan mayor dormicién
por haber sido desarrolladas a bajas temperaturas (Kendall et al., 2011).

En algunas especies se ha observado que la regulacion del nivel de dormicion de
los frutos por el ambiente térmico explorado durante su desarrollo tendria lugar en las
etapas finales de este periodo. Por ejemplo, en cebada, las temperaturas experimentadas
por las semillas hacia fines del llenado (entre 300-350°Cd desde el inicio del llenado)
fueron las que presentaron mayor correlacion con el nivel de dormicion observado a
cosecha (Rodriguez et al., 2001; Gualano y Benech-Arnold, 2009). En trigo, resultados
reportados por Biddulph et al. (2007) y Barrero et al. (2020), mostraron que las

temperaturas hacia la mitad y final del llenado (especificamente 40-50 dias desde
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polinizacion), respectivamente, son las que modulan el nivel de dormicién de las semillas.
Sin embargo, en otras especies como lechuga, los efectos de la temperatura sobre la
germinabilidad de la semilla se produjeron durante la primera fase del desarrollo de la
semilla, es decir, durante la etapa de division celular e histo-diferenciacion (Contreras et
al., 2009). Los resultados obtenidos en este capitulo muestran que es durante las etapas
finales del desarrollo del fruto (entre MF y MC, experimento IV) donde el aumento de la
temperatura (Cuadro 4.3) estaria modulando el nivel de dormicion de los frutos a cosecha
(Fig. 4.14, Cuadro S2.6). Resultados similares fueron encontrados por Bodrone (2014),
donde mayores temperaturas hacia el final del llenado del fruto de girasol
(especificamente a partir de los 454°Cd desde antesis, Tb=6°C) provocaron el mayor
nivel de dormicion de los mismos. En este sentido, se observé una asociacion entre
mayores temperaturas hacia el final del llenado, mayor nivel de dormicion del fruto y
mayor sensibilidad al ABA del embrion (Cuadro 4.3, Fig. 4.14, Fig. 4.15). Estos
resultados sugieren que la sensibilidad al ABA de los embriones se determinaria en las
etapas finales del desarrollo del fruto, cuando una vez alcanzada la MF el fruto solo pierde
agua hasta alcanzar la MC. La importancia de conocer el momento en que el ambiente
térmico determina el nivel de dormicion a cosecha de los frutos de girasol es relevante
para pronosticar el nivel de dormicién del fruto cosechado, y para seleccionar y comparar
la dormicion entre genotipos que difieran en el posicionamiento de las etapas finales del
desarrollo de la semilla a un determinado ambiente.

En este capitulo mostramos que mayores temperaturas ambientales durante el
desarrollo de los frutos aumentan el nivel de dormicion de los frutos. Este
comportamiento se asoci6 a una mayor contribucion de las cubiertas a la dormicién del
fruto entero, embriones mas sensibles al ABA y a un mayor aumento de la sensibilidad

de los embriones al ABA bajo condiciones de hipoxia. En este sentido, y tal como se
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sugirio en el capitulo 3, esta mayor respuesta al ABA exdgeno podria estar determinada
por la mayor capacidad de sintesis de ABA que mostraron los embriones en desarrollo
cuando provinieron de ambientes mas célidos. Asimismo, se observo que las diferencias
en el nivel de dormicion del fruto entre tratamientos térmicos fueron més evidentes en las
FS de primavera, y que el periodo posterior a la MF de los frutos seria el momento en el
cual se define el nivel de dormicion a cosecha. Los resultados provistos en este capitulo
sugieren que el mayor nivel de dormicién producto de FS tempranas reportados en el
capitulo 3, asi como los mecanismos involucrados (metabolismo y sensibilidad al ABA)
en esta regulacién, estarian determinados, al menos en parte, por una mayor temperatura

explorada por los frutos durante su desarrollo en esta FS.



CAPITULO 5. Efecto de manipulaciones en la relacion fuente destino durante la
etapa de desarrollo del fruto en la planta madre sobre el nivel de dormicién en
frutos de girasol

5.1. Introduccion

En los capitulos anteriores (2 y 3), se evalud el efecto de variaciones en la FS sobre
el nivel de dormicion y los mecanismos fisioldgicos asociados. Los resultados obtenidos
mostraron claramente que atrasos en la FS determinan una disminucion del nivel de
dormicion de los frutos. En FS tardias, los frutos estan expuestos no solo a ambientes
caracterizados por menores temperaturas y fotoperiodos mas cortos, sino también a
menores niveles de radiacién incidente. En relacion a este factor, se han reportado efectos
de una menor radiacion incidente durante el desarrollo de las semillas en su posterior
germinacién (Sanchez et al., 1981; Sultan, 1996; Gallagher et al., 2013; Chen et al., 2020).
Por ejemplo, en el caso de girasol, Pizzorno (2021) reportd que una restriccion en el nivel
de radiacion incidente de 80% sobre las hojas del cultivo durante el periodo de desarrollo
de los frutos determind una disminucién de la dormicion impuesta por las cubiertas,
asociada a cambios en el espesor de las mismas. Sin embargo, no se observaron efectos
sobre la dormicién embrionaria, ya que los embriones aislados provenientes de los
tratamientos sombreo y control germinaron cerca del 100%. Estos resultados, sugieren la
posibilidad de que los cambios en el nivel de dormicion asociados a atrasos en la FS
reportados en los capitulos 2 y 3 de esta tesis, estén, al menos en parte, determinados por
cambios en la relacion FD, ya que el menor nivel de radiacion y temperatura a los que estan
expuestas las plantas de girasol en FS tardias determinan menores tasas de crecimiento de
las plantas durante el periodo de desarrollo de los frutos. En este sentido existen evidencias
que indican que variaciones en la FD producidas mediante sombreo, defoliaciones y/o

variaciones en la densidad de siembra, pueden afectar el nivel de dormicién o la capacidad
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germinativa de las semillas (Maun y Cavers, 1971; Frascaroli et al., 2005). Especificamente
en un trabajo realizado en girasol, donde se manipulé la relacion FD con el objetivo de
evaluar diferencias en la capacidad germinativa entre semillas de distintos tamafos, se
observé que semillas mas grandes, generadas mediante tratamientos de remocién de
semillas en el capitulo y menores densidades de siembra, presentaron un menor porcentaje
de germinacion y menor velocidad promedio de germinacion que las semillas pequefias
cuando fueron incubadas a 15°C (Saranga et al., 1998). Mas alla de estas evidencias, existe
escasa informacion en relacion a los posibles efectos de cambios en la fuente o en los
destinos durante el desarrollo de los frutos sobre el nivel de dormicion a cosecha y durante
el almacenaje post-cosecha en el cultivo de girasol. A su vez, se desconoce si estos cambios
podrian afectar en forma diferencial los distintos componentes que hacen a la dormicion
del fruto (pericarpo y embrion), y cudl seria la relacion existente entre estos cambios y los
mecanismos responsables de la imposicion de la dormicion en los frutos de girasol. De
hecho, los mecanismos hormonales relacionados al ABA aln no se han explorado en este
tipo de experimentos. Aunque los antecedentes relacionados a esta temética son escasos,
las evidencias disponibles sugieren que semillas provenientes de plantas sometidas a
distintos estreses post-antesis, que tienden a disminuir la relacion FD, presentaron menor
sensibilidad al ABA (Benech-Arnold et al., 1991; Benech-Arnold et al., 1995) y menor
contenido de ABA a cosecha, tanto en seco como durante la incubacion (Sanchez et al.,
1981; Chen et al., 2020, Pizzorno, 2021).

En el presente capitulo se estudié como cambios en la relacién FD determinados
mediante defoliaciones, remocion de frutos y variaciones en la densidad de siembra
afectan: (i) el nivel de dormicion de los frutos durante el desarrollo, a cosecha y durante el
almacenaje post-cosecha, (ii) la contribucion de las cubiertas del fruto y del embrion a la

dormicion del fruto entero, (iii) las propiedades anatémicas de las cubiertas del fruto y (iv)
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el contenido enddgeno de ABA, la sensibilidad de los embriones al ABA 'y la influencia de

la hipoxia sobre este Gltimo mecanismo.

5.2. Materiales y Métodos

5.2.1. Sitio de los ensayos y material vegetal.

Los experimentos se realizaron en el campo experimental de la catedra de
Cerealicultura de la Facultad de Agronomia de la Universidad de Buenos Aires (34°25' S,
58°25' O). Los genotipos utilizados fueron el 1552 y 1579 (ver caracteristicas de los
genotipos en Cuadro 2.1 del capitulo 2). En la campafia 2017/2018, el genotipo 1552
(experimento 1: E1) fue evaluado mediante los siguientes tratamientos: Defoliado,
Sombreo y Desgranado, mientras que el genotipo 1579 (experimento 2: E2) fue sujeto a
los siguientes tratamientos: Defoliado y Desgranado. En la campafia 2018/2019 solo se
evalud el genotipo 1579 (experimento 3: E3). Se llevaron a cabo tratamientos de Defoliado
y Desgranado, y experimentos de variacion en la densidad de siembra y raleo de plantas
(experimento 4: E4). El detalle de los tratamientos de FD y de Densidad—Raleo aplicados

se describen a continuacion.

5.2.2. Tratamientos y condiciones generales de los ensayos a campo.

El disefio de los experimentos fue completamente aleatorizado con 3 repeticiones.
Sin embargo, difirié de acuerdo se tratase de los experimentos de FD o de Densidad—Raleo.

5.2.2.1. Variaciones en la relacién FD (E1, E2 y E3).

Se sembraron parcelas de 20m x 20m con una densidad de 5 plantas m? y una
distancia entre plantas de 0.52m. En R4 (Schneiter y Miller, 1981) las plantas fueron
cubiertas con bolsas de poliamida, para evitar que al momento de antesis ocurra el

intercambio de polen entre los distintos genotipos. Las plantas se polinizaron manualmente
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dos veces al dia durante el periodo de antesis. En R5.1 se registraron datos de altura de
planta al capitulo y didmetro del capitulo. Estos registros fueron utilizados como criterio
para seleccionar plantas con atributos homogéneos para los experimentos de FD. Para los
tratamientos de FD solo se utilizaron plantas que no difirieron en més de dos dias en su
fecha de antesis (R5.5).

En R6, cuando la antesis se completd en todas las flores del capitulo se procedié a
aplicar aleatoriamente los tratamientos de FD a las plantas seleccionadas. Este momento
fue elegido de modo de afectar en forma efectiva el tamafio y peso potencial del fruto,
garantizando el cuaje de los frutos del tercio medio del capitulo (Rondanini et al., 2009;
Lindstrom et al., 2015). Los tratamientos de FD fueron los siguientes: (i) defoliacion del
100% de las hojas (Defoliado — Baja relacion FD; Fig. 5.1A), (ii) remocion de frutos del
capitulo (Desgranado — Alta relacion FD; Fig. 5.1B, 5.1C), (iii) disminucion del 80% de
la radiacién incidente sobre el canopeo (Sombreo — Baja relacién FD, Unicamente en
E1[1552]); y (iv) tratamiento Control (tratamiento testigo). Cada tratamiento estuvo
compuesto por 90 o 60 plantas, segun el afio y el genotipo, que fueron divididas en 3 grupos

(3 repeticiones).

_ Ol ™ B $h i
Fig. 5. 1. Fotos del tratamiento Defoliado. A) Cercano a cosecha. Desgranado. B) Remocion del
50% de los frutos; C) Remocion de los frutos de los tercios periférico e interior.
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El tratamiento Sombreo (s6lo en E1, genotipo 1552) se ejecutdé mediante la
instalacion de carpas que consistieron en estructuras rectangulares construidas con listones
de hierro (2 m de largo, 1 m de ancho y 1.5 m de altura) cubiertas con una media sombra
negra de PVC, que permitia el paso del 20% de la radiacion incidente. EI sombreo fue
impuesto sobre el canopeo, dejando fuera de la media sombra al capitulo. Este
procedimiento se realiz para evitar que la menor temperatura ejercida por el sombreo
(Cuadro S5.1) afecte la dinamica de llenado y secado de los frutos, ademas del nivel de
dormicion (Bodrone et al., 2017, capitulo 4). Ademas, resultados de experimentos
realizados por Pizzorno (2021) mostraron que los efectos son similares si se sombrean las
hojas o la planta entera. El registro de temperatura dentro de la estructura de la media
sombra fue realizado con un sensor portatil en forma horaria (DAT-10, Datalloger de
temperatura, Schwyz, China). Las estructuras de sombreo permanecieron colocadas sobre
las plantas hasta el momento de cosecha. Por su parte, el tratamiento Desgranado fue
realizado de dos formas diferentes, de acuerdo a los experimentos. En el E1 (1552) y E2
(1579), la remocion de los frutos se realiz6 sobre la mitad del capitulo (Fig. 5.1B), dejando
el 50% de los frutos. En el E3 (1579), se retiraron los frutos del tercio periférico e interior
del capitulo, quedando Unicamente los del tercio medio (Fig. 5.1C). En este caso la
remocion fue del 66.7% de los frutos. En ambos tratamientos se tomo la precaucion de que
los frutos utilizados tanto para el seguimiento del peso y pérdida de humedad, como para
los ensayos de germinacidn, no se encuentren inmediatamente al lado del sitio donde no
hay frutos vecinos. Mas alla de que la distribucién de los tratamientos fue al azar, para
evitar posibles efectos de los tratamientos aplicados sobre el ambiente percibido por plantas
vecinas tratadas, cada planta tratada estuvo rodeada por plantas sin tratar.

5.2.2.2. Densidad—Raleo (E4).
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El disefio experimental de este experimento fue completamente al azar, con tres
repeticiones (3 parcelas por tratamiento). Los tratamientos fueron: (i) Alta densidad “AD”
(7 plantas m, Baja Relacion FD), (ii) Baja Densidad “BD” (3.5 plantas m2, Alta relacion
FD), (iii) Raleo de planta entera “Raleo” (de 7 plantas m? a 3.5 plantas m™, relacién FD
media). El tratamiento Raleo se realiz6 en R6 con la idea de afectar el peso de los frutos,
sin afectar el nimero final. EI mismo procedimiento que el expuesto en la descripcion de
los ensayos de FD se realiz6 en cada una de las parcelas: monitoreo de fenologia desde R4,
polinizacion manual diaria y seleccién de plantas segun fecha de antesis. Se cosecharon 15
plantas por parcela para los ensayos de germinacion.

5.2.2.3. Caracteristicas generales de los ensayos a campo.

En todos los tratamientos se determind la dindamica del peso fresco y seco del fruto
desde aproximadamente diez dias desde antesis (cercano al momento de imposicién de los
tratamientos) hasta la MC (11% de humedad; seccion 2.2.2. del capitulo 2). En MC, los
capitulos se cortaron y trillaron manualmente. S6lo se seleccionaron para los ensayos los
frutos provenientes del tercio medio de los capitulos. El secado de los frutos luego de la
cosecha se realiz6 segun la metodologia explicada en la seccion 2.2.2. (capitulo 2). Cuando
los frutos alcanzaron aproximadamente 6% se limpiaron y fueron almacenados en bolsas
de plastico herméticas en una atmdsfera seca a 25°C. Las plantas se fertilizaron con fésforo
a la siembra y con nitrégeno en V4, y se regaron mediante un sistema de riego por goteo.
Se aplicaron fungicidas e insecticidas para mantener la sanidad. Los datos meteoroldgicos
fueron registrados por una estacion meteoroldgica ubicada en el sitio experimental (Davis

Vantage Pro2).

5.2.3. Ensayos de germinacion.

5.2.3.1. Momentos de muestreo.
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Se realizaron muestreos de frutos durante la etapa de desarrollo de los frutos (40%
de humedad de los frutos), a cosecha (luego del secado a 6%) y a intervalos regulares de
aproximadamente 30-60 dias durante el almacenaje post-cosecha, segun experimento. El
muestreo durante el desarrollo de los frutos fue realizado cuando los frutos presentaron
40% de humedad y se llevé a cabo s6lo en los E1 (1552) y E3 (1579).

5.2.3.2. Caracteristicas de los ensayos de germinacion.

Se colocaron 25 frutos (frutos intactos), 25 semillas (sin el pericarpo) y 25
embriones (sin pericarpo ni cubierta seminal) en placas de Petri de 9 cm de diametro
(n=3) sobre dos discos de papel de filtro humedecidos con 5 ml de agua destilada o con
soluciones de distintas concentraciones de hormonas (ABA, GAs y etileno en forma de
etefdn) segun corresponda. En las soluciones de ABA se incluyé al inhibidor de sintesis
F100, para prevenir cambios en el contenido endégeno de ABA de los embriones (debido
a la sintesis) durante la incubacion en concentraciones fijas de ABA. Las cajas con las
distintas estructuras se incubaron a temperaturas constantes de 10 y 25°C por 15 dias. La
remocion del pericarpo y cubierta seminal, el criterio de germinacion y la frecuencia de
recuento de germinacion se llevaron a cabo tal como se explicé en la seccion 2.2.3 del

capitulo 2.

5.2.4. Determinacion del contenido enddgeno en seco y durante la incubacién durante el

desarrollo de los frutos.

Con el objetivo de determinar la dinamica del contenido de ABA de los embriones
durante el desarrollo, se tomaron muestras de frutos hacia el final de su etapa de desarrollo
en la planta madre. Se extrajeron los embriones y, seguidamente, se separd el eje
embrionario del cotiledon, descartando el ultimo. Los ejes embrionarios fueron

congelados en nitrégeno liquido, liofilizados, pesados y molidos para la extraccién acuosa
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de ABA. La cuantificacion de los extractos de ABA se realiz6 segln la metodologia
explicada en la seccion 3.2.4., capitulo 3 y los datos se expresaron en pg ABA mg PS™?
de la muestra original. A su vez, frutos con 40% de humedad fueron incubados en agua y
en F100 y se estimo el contenido de ABA de los ejes embrionarios a las 24 y 48 horas de
incubacion. La germinacion de estos frutos y embriones también fue evaluada. Esta

determinacion se realiz6 sélo en E3 (1579).

5.2.5. Determinacion de la anatomia del pericarpo v velocidad de entrada de agua en

frutos y semillas.

Al momento de la cosecha, frutos de cada tratamiento FD fueron fijados en FAA
durante 48 horas. Luego se determind el espesor y la anatomia del pericarpo mediante la
metodologia descripta en la seccion 3.2.5 del capitulo 3. Ademas, frutos y semillas de
plantas expuestas a diferentes tratamientos de FD fueron incubados a 25°C a los 30 dias
de almacenaje post-cosecha para determinar la dindmica de imbibicion hasta el inicio de

la germinacion. Ambas determinaciones se realizaron en el E3 (1579).

5.2.6. Sensibilidad a la hipoxia vy su efecto sobre la sensibilidad de los embriones al ABA.

Triplicados de 20 frutos, semillas o embriones, segun corresponda, fueron
dispuestos en bandejas plasticas sobre un papel de filtro colocado sobre una capa de
algodon hidratada con 50ml de agua destilada o distintas soluciones de ABA y fueron
incubados a 21% (atmosfera normal) y 3% de Oz por un periodo de 7 dias. La
concentracion de hipoxia (3%02) se gener6 en una camara plastica hermética (ver seccion
3.2.6 del capitulo 3). Los ensayos fueron realizados utilizando frutos y semillas de los E1
(1552) y E2 (1579) que se incubaron en agua, y embriones del E3 (1579) que se incubaron

en soluciones con distinta concentracion de ABA (0 [agua destilada], 1, 5, 10 y 50uM).
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5.2.7. Potencial de crecimiento del embrién.

Veinte embriones se incubaron en una solucion de PEG6000 (n=3) equivalente a
un potencial osmotico de -1.5MPa (segun la ecuacion determinada por Michel, 1983). La
solucion de PEG fue renovada diariamente con el fin de evitar variaciones en el potencial
osmotico del medio de incubacion. Se realizaron conteos diarios de germinacion, hasta
alcanzar un claro plateau. Para este ensayo se utilizaron embriones del E3 (1579)

provenientes de los tratamientos de FD luego de 40 dias de almacenaje post-cosecha.

5.2.8. Anédlisis estadisticos.

La caracterizacion del ambiente, del llenado de los frutos (tasa y duracion del
llenado), de contenido de ABA y de espesor de pericarpo en los diferentes tratamientos
de FD se analizaron mediante un andlisis de varianza y posterior test de Tukey para la
separacion de medias con un nivel de significancia del 5%. La evolucion del peso seco
del fruto se ajusté al modelo explicado en la seccidn 2.2.4 del capitulo 2, mientras que los
datos de humedad del fruto se ajustaron a ecuaciones lineales. Se presentan los valores
medios y los EE de la germinacidn final (luego de los 15 dias de incubacion). En los casos
donde se requirié hacer inferencia estadistica en los datos de germinacion, se llevaron a
cabo analisis no paramétricos (Kruskal-Wallis), con un nivel de significancia del 5%, ya
que los registros de germinacion no se distribuyen normalmente. Los softwares utilizados

fueron Infostat (Di Rienzo et al., 2012) y GraphPad Prism 7 (Motulsky, 2003).

5.3. Resultados

5.3.1. Caracterizacion del ambiente de llenado y del peso del fruto.
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El peso seco final de los frutos difirid significativamente (p-valor<0.05) entre
tratamientos (Fig. 5.2, Cuadro S5.2). Los mayores pesos se registraron para el tratamiento
Desgranado, seguido del Control y, por ultimo, el Defoliado (Cuadro S5.2). En el caso
del E1 (1552), el peso seco de los frutos del Sombreo fue menor al Control y mayor al
Defoliado (Cuadro S5.2). Por su parte, en el E4 (1579) el BD presenté mayor peso que el
Raleo y este, mayor peso que el AD (Cuadro S5.2). EI menor peso de los tratamientos
Defoliado y Sombreo en relacion al Control se explicd por una menor duracion del
llenado (p-valor<0.05) sin observarse cambios significativos en la tasa de llenado. El
Desgranado no presento diferencias significativas en la tasa ni en la duracion del llenado

con respecto al Control, pero los valores absolutos de ambos componentes del fruto
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Fig. 5. 2. Evolucion del peso seco unitario del fruto (mg) en funcion de los dias desde antesis
(R5.5) para los distintos experimentos y tratamientos de FD. Las lineas rojas representan los
tratamientos Control y Raleo; las lineas verdes los tratamientos Defoliado y AD; las lineas negras,
los tratamientos Desgranado y BD, y las azules, el tratamiento Sombreo. Los puntos representan
datos promedio del peso seco (+EE, n=3). Cuando las lineas de error no se muestran, el valor del
EE de la media es menor que el tamafio del simbolo. Las fechas de cosecha para cada experimento
y tratamiento fueron: E1(1552): Control: 7/2/2018; Defoliado: 26/1/2018; Sombreo: 2/2/2018;
Desgranado: 7/2/2018; E2(1579): Control: 20/2/2018; Defoliado: 8/2/2018; Desgranado:
20/2/2018; E3(1579): Control: 10/2/2019; Defoliado: 31/1/2019; Desgranado: 10/2/2019;
E4(1579): para los tres tratamientos, la cosecha se realiz6 el 9/3/2019.
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fueron superiores (Cuadro S5.2). Finalmente, en los tratamientos de Densidad—Raleo, las
diferencias en el peso de los frutos fueron explicadas por variaciones en la tasa de llenado,
y no en la duracién (Cuadro S5.2).

En cuanto a la pérdida de humedad de los frutos (Fig. 5.3), en todos los
experimentos, el tratamiento Defoliado (y el Sombreo en E1[1552]) perdié humedad a
mayor velocidad que los otros tratamientos (Cuadro S5.3). Esto determiné que alcanzase
la humedad de cosecha en forma anticipada (Fig. S5.1). Asimismo, el mayor valor de
humedad de los frutos de este tratamiento a MF (Fig. 5.3) sugiere que la defoliacion
completa de las hojas en R6 determing la finalizacion anticipada del llenado de los frutos.
El tratamiento Desgranado presentd una tasa de secado similar al tratamiento Control
(Cuadro S5.3); sin embargo, el menor porcentaje de humedad registrado a MF en los

experimentos E2 (1579) y E3 (1579) para este tratamiento estarian indicando que la
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Fig. 5. 3. Evolucién de la humedad del fruto (%) en funcion de los dias desde antesis (R5.5) para
los para los experimentos de FD. Las lineas rojas representan los tratamientos Control y Raleo las
lineas verdes los tratamientos Defoliado y AD; las lineas negras, los tratamientos Desgranado y
BD; y las azules, el tratamiento Sombreo. Los puntos representan datos promedio de humedad
del fruto (xEE, n=3). Cuando las lineas de error no se muestran, el valor del EE de la media es
menor que el tamafio del simbolo. En cada uno de los experimentos, se muestran los valores
promedio de humedad del fruto cuando el mismo alcanzé la MF.
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duracion del llenado en este tratamiento seria mayor, tal como se report6 en la seccién
anterior. Por su parte, en el E4 (1579) no se registraron diferencias entre tratamientos en
la dindmica de pérdida de humedad del fruto hasta cosecha (Fig. 5.3; Cuadro S5.3),
aunque el porcentaje de humedad a MF fue diferente entre tratamientos (E4; Fig. 5.3).

La particion del peso seco del fruto en sus estructuras pepita y pericarpo difirid
significativamente (p-valor<0.05) entre tratamientos de FD observandose mayor peso de
ambos componentes del fruto a medida que se aumentd la relacion FD (Cuadro S5.5).
Con respecto a las dimensiones del fruto (largo, ancho y espesor), los tratamientos
Desgranado y BD presentaron, en general, valores superiores que el Control, Raleo,
Defoliado, Sombreo y AD. Sin embargo, pareceria ser el espesor del fruto la variable méas
sensible a los cambios en la relacion FD entre tratamientos (Cuadro S5.5).

En el E4, los tratamientos BD y Raleo presentaron un rendimiento por planta
similar entre si y mayor que el observado para el tratamiento AD. Sin, embargo, el
aumento en la densidad de plantas (AD) determiné un mayor rendimiento por superficie

(Cuadro S5.4).

5.3.2. Germinacién de embriones en desarrollo.

La germinacion de los embriones en desarrollo (40% de humedad del fruto)
incubados en diferentes medios de incubacidn difirié entre tratamientos de FD para los
dos genotipos ensayados (Fig. 5.4). En agua, en ambos experimentos (Fig. 5.4A, Fig.
5.4B), los embriones provenientes de los tratamientos Defoliado y Sombreo presentaron
mayor germinacion que los provenientes del Control y Desgranado, aunque estas
diferencias fueron menores para el genotipo 1579 (E3), ya que sus embriones presentaron

un mayor nivel de dormicién que los del genotipo 1552.
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Fig. 5. 4. Porcentaje final de germinacion de embriones incubados a 25°C provenientes de frutos
en desarrollo con un 40% de humedad en E1 (1552) y E3 (1579). Los embriones fueron incubados
en los siguientes medios: agua (gris), F100 combinado con soluciones de ABA con
concentraciones crecientes (gama de colores rojo, naranja y amarillo), concentraciones crecientes
de GAs (gama de colores azules) y etefon (gama de colores verdes). Las barras indican el
promedio de germinacion (xEE, n=3). Se indica la diferencia significativa del porcentaje de
germinacion (por genotipo) con letras diferentes, cuando la interaccion entre los tratamientos de
FD y concentracion de hormonas fue significativa. El analisis se realiz6 segun el test de Kruskal—
Wallis (en cada panel se exhibe el p-valor de la interaccion entre FD*concentracion de hormonas).

Cuando se agreg6 al medio de incubacién F100 y concentraciones crecientes de
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ABA, el tratamiento Defoliado del genotipo 1579 (E3; Fig. 5.4D) presentd una menor
sensibilidad al ABA que el resto de los tratamientos. En el genotipo 1552 (E1; Fig. 5.4C)
los tratamientos Control y Desgranado presentaron bajos porcentajes de germinacion en
F100, lo que impidié determinar su sensibilidad al ABA. Sin embargo, el tratamiento
Defoliado present6 una menor sensibilidad al ABA que el Sombreo.

La incorporacion de GAs y etefon también generd diferencias entre los
tratamientos de FD y genotipos. En el genotipo 1552 (E1), los embriones del tratamiento
Control presentaron una mayor respuesta a ambas hormonas que los del tratamiento
Desgranado, mientras que los tratamientos Defoliado y Sombreo presentaron alta
germinacién en agua, lo que impidié evaluar su respuesta a ambas hormonas (Fig. 5.4E,
Fig. 5.4G). En el genotipo 1579 (E3), no se observan diferencias claras entre tratamientos
en relacion a la sensibilidad a las GAs (Fig. 5.4F), mientras que el Defoliado pareceria
mostrar méas respuesta al agregado de etefon que los otros tratamientos (Fig. 5.4H).
Cuando en lugar de incubarse embriones se incubaron frutos, no se observo germinacion

en ninguno de los medios de incubacion (resultados no presentados).

5.3.3. Contenido enddégeno de ABA hacia el final del desarrollo del fruto en la planta

madre vy durante la incubacién de frutos inmaduros.

El contenido enddgeno de ABA de los ejes embrionarios durante la Ultima etapa
del llenado (MF-MC) difirié entre tratamientos de FD (Fig. 5.5A). Los embriones del
tratamiento Defoliado mostraron un contenido de ABA significativamente menor que el
Control y el Desgranado, incluso en el primer muestreo cuando los frutos tenian un 55%
humedad. Por su parte el tratamiento Control present6 un mayor nivel endégeno de ABA
que los ejes del Desgranado en los muestreos con alta humedad del fruto. Sin embargo,

en frutos con menor porcentaje de humedad, el Desgranado presentdé un contenido
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enddgeno de ABA superior al Control, aunque sin observarse diferencias significativas.
Las diferentes dindmicas de contenido enddgeno de ABA determinaron diferencias en el
nivel endégeno de la hormona a MC, donde el tratamiento Defoliado present6 un menor
nivel de ABA enddgeno que el Control y el Desgranado, que no difirieron entre si. En
relacion al contenido de ABA de los ejes embrionarios durante la incubacion en agua de
frutos con 40% de humedad, el tratamiento Defoliado mostré un menor contenido que el
Desgranado y éste que el Control durante las primeras 48 horas de incubacién (Fig. 5.5B).
Por otro lado, no se observaron diferencias en el contenido de ABA en relacién a la
incubacién en agua cuando la incubacién se realiz6 en F100 (datos no presentados),
sugiriendo ausencia de sintesis de ABA de novo, como fue observado en el capitulo 3
para este genotipo (Fig. 3.7). Més alla de que el Defoliado aumentara el nivel de ABA de
los ejes a las 24 horas, éste se mantuvo muy por debajo de los niveles presentados por los
otros dos tratamientos, que permanecieron constantes durante toda la duracién de la
incubacién. En linea con el nivel de ABA, los embriones del tratamiento Defoliado
presentaron un mayor porcentaje de germinacion que los del Control y Desgranado (ver
inset Fig. 5.5B), sugiriendo que la mayor germinacion de los embriones del tratamiento
de menor relacion FD podria explicarse por un menor nivel de ABA enddgeno durante la
incubacién. Cabe destacar que los valores absolutos de los niveles de ABA difirieron
entre los tratamientos segun se trate de un analisis (Fig. 5.5A) u otro (5.5B). Esto se debe
a que las determinaciones se realizaron en corridas independientes, lo que inhabilita su
comparacion en valores absolutos. Luego del secado a 6%, los ejes embrionarios
mantuvieron las diferencias en contenido de ABA observadas hacia la MC. Los
provenientes del tratamiento Defoliado presentaron un menor contenido enddgeno de
ABA (451.24+18.0 pg ABA mg PS™?) que los tratamientos Control (823.07+149.7 pg

ABA mg PS™) y Desgranado (715.85+58.8 pg ABA mg PS™).
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Fig. 5. 5. Contenido enddgeno de ABA (pg ABA mg PS?) en ejes embrionarios en funcién del
porcentaje de humedad de los frutos (A) y en funcion del tiempo de incubacién en agua en frutos
inmaduros con 40% de humedad (B) para los tres tratamientos de FD (Defoliado en verde, Control
en rojo y Desgranado en negro) del E3 (1579). Los puntos indican la media del contenido
enddgeno de ABA (£EE, n=3). Cuando las lineas de error no se muestran, el valor del EE de la
media es menor que el tamafio del simbolo. El asterisco en la figura A indica que las diferencias
entre tratamientos de FD sobre el contenido de ABA a MC (11% de humedad del fruto) fue
significativo (p-valor<0.001). En la figura B se indica el valor promedio de germinacion (G!) de
embriones (xEE, n=3) luego de 15 dias de incubacidn.

5.3.4. Germinacién a cosecha.

La germinacion de las distintas estructuras que componen el fruto a cosecha
mostro diferencias entre tratamientos (Fig. 5.6). En todos los experimentos, los frutos y
semillas (cuando se evalud esta estructura) del tratamiento Defoliado presentaron un
mayor porcentaje de germinacién que el resto de los tratamientos. En relacion a los
embriones, en el genotipo 1552 (E1) no se observaron diferencias, ya que en todos los
tratamientos se observaron altos porcentajes de germinacion. En el genotipo 1579 (E2 y
E3) el tratamiento Defoliado mostr6 mayor germinacién que el Control y el Desgranado,
indicando el alto grado de dormicion embrionaria que presenta este genotipo cuando no
se restringe la fuente fotosintética. Por ultimo, en el E4 (1579), no se observaron
diferencias entre tratamientos en la germinacion de los embriones, aunque los frutos
provenientes del tratamiento de AD mostraron mayor germinacion que los provenientes

del tratamiento de Raleo y BD.
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Fig. 5. 6. Porcentaje final de germinacion de frutos, semillas y embriones a cosecha incubados a
25°C en agua destilada, provenientes de los diferentes experimentos de FD (E1 1552; E2, E3 y
E4 1579). Las barras llenas indican la germinacién de los frutos enteros, las barras con lineas
diagonales blancas, las semillas y las barras vacias, los embriones. El color verde representa el
tratamiento Defoliado o de AD; el color rojo, el tratamiento Control o Raleo; el color negro, el
Desgranado o de BD vy el color azul, el tratamiento Sombreo. Las barras indican el promedio de
germinacion (£EE, n=3). Se indica la diferencia significativa del porcentaje de germinacion (por
experimento y estructura) entre tratamientos de FD con letras diferentes, segun la significancia
del test de Kruskal-Wallis (E1[1552] frutos: p-valor= 0.159; E1[1552] semillas: p-valor= 0.004;
E1[1552] embriones: p-valor= 0.667; E2[1579] frutos: p-valor= 0.043; E2[1579] semillas: p-
valor= 0.044; E2[1579] embriones: p-valor= 0.004; E3[1579] frutos: p-valor=0.036; E3[1579]
embriones: p-valor=0.004; E4[1579] frutos: p-valor=0.014; E4[1579] embriones: p-
valor=0.829).

5.3.5. Germinacién durante el almacenaje post-cosecha.

5.3.5.1. E1 (genotipo 1552).

Mas alla de las diferencias observadas al momento de la cosecha (Fig. 5.6), la
dindmica de salida de dormicion de las distintas estructuras del fruto en el genotipo 1552
mostré pocas diferencias entre los tratamientos de FD debido a una salida de la dormicion
relativamente rapida en la mayoria de las condiciones de incubacion (Fig. 5.7). Sin
embargo, se observaron algunas diferencias que concuerdan con lo observado a cosecha,

particularmente en frutos incubados a bajas temperaturas. Por ejemplo, a los 60 dias de
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almacenaje post-cosecha se observo un porcentaje de germinacion mayor en frutos del
tratamiento Sombreo en relacion al resto de los tratamientos. Por otro lado, a esta misma
temperatura de incubacion, los frutos del Desgranado apenas superaron el 50% de la
germinacion luego de 120 dias de almacenaje, mientras que el resto de los tratamientos
mostraron una germinacion cercana a 90%. Las semillas incubadas a 10°C provenientes
del tratamiento Desgranado también evidenciaron menor porcentaje de germinacion que
los demaés tratamientos a los 60 dias de almacenaje post-cosecha. Cuando la incubacion
se realizo a 25°C, se observo un menor porcentaje de germinacién de frutos almacenados
por 60 dias en el tratamiento Desgranado en comparacion al resto de los tratamientos. Los
tratamientos de FD no ejercieron una diferencia apreciable en la germinacion durante el

almacenaje de semillas y embriones bajo ambas temperaturas de incubacion.
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Fig. 5. 7. Porcentaje final de germinacion de frutos, semillas y embriones del genotipo 1552 (E1)
incubados a 10°C (panel superior) y 25°C (panel inferior) en funcién de los dias desde el
almacenaje post-cosecha provenientes de los tratamientos de FD. Las lineas rojas representan al
tratamiento Control, las verdes, al tratamiento Defoliado, las azules, al Sombreo y las negras, al
Desgranado. Los puntos indican la media de germinacion (£EE, n=3). Cuando las lineas de error
no se muestran, el valor del EE de la media es menor que el tamafio del simbolo.

5.3.5.2. E2 y E3 (genotipo 1579).




138

En los dos afios experimentales, los frutos, semillas y embriones del genotipo 1579
expuestos al tratamiento Defoliado presentaron durante el almacenaje un mayor
porcentaje de germinacion a 10 y 25 °C que los tratamientos Control y Desgranado (Fig.
5.8, Fig. 5.9). A su vez, el tratamiento Desgranado presentd menores valores de
germinacion durante el almacenaje que el tratamiento Control. En los dos afios se observa
una estrecha relacion entre la germinacion de los frutos y los embriones a 10°C,
sugiriendo que estos serian los responsables del nivel de dormicion del fruto entero. Por
el contrario, a 25°C, los embriones exhibieron un porcentaje de germinacion superior al
observado en los frutos, sugiriendo que a esta temperatura de incubacion parte de la

dormicion del fruto entero seria atribuible al efecto del pericarpo.

FRUTOS SEMILLAS EMBRIONES

1004 2 s
s
= 804
]
£
w -

60
S co)
7]
£
E
o 204
o

0 T T T T

0 30 60 9 120

100 1004 i T
g
= 804 804 e
= L
&
i
c 601 60 60 2
2 I N
8 404 40- 404 O
: 20 20 20 -~ Control
3 ~e- Defoliado

0 0 0 _-.- Delsgranad'o

T T T T T T T T T
0 30 60 90 120 0 30 60 90 120 0 30 60 90 120
Dias de almacenaje post-cosecha Dias de almacenaje post-cosecha Dias de almacenaje post-cosecha

Fig. 5. 8. Porcentaje final de germinacion de frutos, semillas y embriones del genotipo 1579 (E2)
incubados a 10°C (panel superior) y 25°C (panel inferior) en funcion de los dias desde el
almacenaje post-cosecha provenientes de los tratamientos de FD. Las lineas rojas representan al
tratamiento Control, las verdes, al tratamiento Defoliado y las negras, al Desgranado. Los puntos
indican la media de germinacion (zEE, n=3). Cuando las lineas de error no se muestran, el valor
del EE de la media es menor que el tamafio del simbolo.
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Fig. 5. 9. Porcentaje final de germinacion de frutos y embriones del genotipo 1579 (E3) incubados
a 10°C (panel superior) y 25°C (panel inferior) en funcién de los dias desde el almacenaje post-
cosecha provenientes de los tratamientos de FD. Las lineas rojas representan al tratamiento
Control, las verdes, al tratamiento Defoliado y las negras, al Desgranado. Los puntos indican la
media de germinacion (xEE, n=3). Cuando las lineas de error no se muestran, el valor del EE de
la media es menor que el tamario del simbolo.

5.3.5.3. E4 (genotipo 1579).

Los cambios en la densidad de siembra y el raleo de plantas en R6 provocaron
diferencias en la dinamica de salida de la dormicién de frutos y embriones en el genotipo
1579 (Fig. 5.10). Frutos incubados a ambas temperaturas provenientes del tratamiento de
BD presentaron una salida de la dormicion mas lenta que los de los tratamientos de AD
y Raleo. A 10°C, por ejemplo, los frutos y embriones del tratamiento de BD presentaron
menores valores de germinacion final que los otros tratamientos luego de los 3 meses de
almacenaje. Los frutos del tratamiento donde se ralearon las plantas en R6 presentaron
una menor germinacion durante el almacenaje post-cosecha que los del tratamiento AD
cuando fueron incubados a 25°C. Sin embargo, a 10°C, el tratamiento Raleo mostr6é una
mayor germinacion que el AD a partir de los 30 dias de almacenaje. Los embriones
pertenecientes al tratamiento BD presentaron valores de germinacién inferiores a los otros

dos tratamientos.
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Fig. 5. 10. Porcentaje final de germinacién de frutos y embriones del genotipo 1579 (E4)
incubados a 10°C (panel superior) y 25°C (panel inferior) en funcién de los dias desde el
almacenaje post-cosecha. Las lineas rojas representan al tratamiento Raleo, las verdes, al
tratamiento AD y las negras, al tratamiento BD. Los puntos indican la media de germinacion
(xEE, n=3). Cuando las lineas de error no se muestran, el valor del EE de la media es menor que
el tamafio del simbolo.

5.3.6. Sensibilidad de embriones al ABA durante el almacenaje post-cosecha.

Conforme los frutos fueron disminuyendo su nivel de dormicién durante el
almacenaje, se observo una disminucion de la sensibilidad de los embriones al efecto
inhibitorio del ABA (Fig. 5.11). Sin embargo, en casi todos los experimentos y momentos
de muestreo, los embriones de los tratamientos donde se restringié la fuente fotosintética
(Defoliado y Sombreo) presentaron una menor sensibilidad al ABA que el tratamiento
Control, mientras el tratamiento donde se aumenté la fuente (Desgranado) present6 una
mayor sensibilidad que este altimo. En el experimento donde se vario la densidad a los
70 dias de almacenaje post-cosecha, el tratamiento de AD mostr6 una menor sensibilidad
al ABA que el Raleo, mientras que el tratamiento de BD fue el mas sensible al agregado

de ABA exogeno.
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Fig. 5. 11. Porcentaje final de germinacion de embriones incubados a 25°C en funcién de la
concentracion de ABA, para diferentes momentos durante el almacenaje post-cosecha (DdAP),
para los distintos experimentos de FD (E1 1552; E2, E3 y E4 1579). Los puntos rojos representan
al tratamiento Control y Raleo, los verdes, al tratamiento Defoliado y AD, los azules, al Sombreo
y los negros, al Desgranado y BD. Los puntos indican la media de germinacién (xEE, n=3).
Cuando las lineas de error no se muestran, el valor del EE de la media es menor que el tamafio
del simbolo. Los puntos que se muestran como x=0 estan graficados como x=0.01, y representan
a embriones incubados en F100.
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5.3.7. Sensibilidad a la hipoxia y efectos sobre la sensibilidad al ABA.

En todos los experimentos, la hipoxia disminuyd la germinacién de frutos,
semillas y embriones (Fig. 5.12). Sin embargo, se observé un mayor efecto inhibitorio en
los frutos que en las semillas y embriones. En relacion a los tratamientos de FD y la
germinacion de los frutos, sdlo se observaron diferencias significativas en el E2, donde
el tratamiento Defoliado presentd menor inhibicion en la germinacion frente a una
incubacién en condiciones limitantes de O2 que los tratamientos Control y Desgranado.
En el E1 (1552) y E3 (1579) no se observaron diferencias significativas en germinacion
de frutos entre tratamientos de FD en relacion a la incubacion en diferentes

concentraciones de Oz. Por su parte, las semillas del E1 (1552) y los embriones del E3
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Fig. 5. 12. Porcentaje final de germinacion de frutos, semillas y embriones, segln corresponda,
incubados a 25°C en agua destilada bajo concentraciones de O contrastantes: 21%0, y 3%0O..
Las barras verdes representan al tratamiento Defoliado, las rojas, al tratamiento Control, las
negras, al Desgranado y las azules, al Sombreo. Para los E1(1552) y E2(1579), el ensayo se
realiz6 a los 120 dias de almacenaje post-cosecha, mientras que, para el E3(1579), a los 100 dias.
Las barras indican el promedio de germinacion (£EE, n=3). Se indica la diferencia significativa
del porcentaje de germinacion (por experimento y estructura) cuando la interaccion entre los
tratamientos FD y las concentraciones de O fue significativa segun la significancia del test de
Kruskal-Wallis (E1[1552] frutos: p-valor<0.001; E1[1552] semillas: p-valor= 0.023; E2[1579]
frutos: p-valor=0.003; E2[1579] semillas: p-valor=0.010; E3[1579] frutos: p-valor=0.008;
E3[1579] embriones: p-valor=0.014).
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(1579) pertenecientes al tratamiento Desgranado incubados en hipoxia, inhibieron
significativamente su germinacion en relacion a los incubados en una atmosfera normal
de Oz, mientras que el resto de los tratamientos (Defoliado, Sombreo y Control)
mantuvieron porcentajes de germinacion similares bajo ambas atmdsferas (Fig. 5.12).
La hipoxia redujo la germinacion de los embriones en agua, pero no se observaron
efectos significativos sobre la sensibilidad de los mismos al ABA (Fig. 5.13). Sin
embargo, en términos porcentuales los embriones del tratamiento Defoliado presentaron
una menor inhibicién al ABA en hipoxia que los embriones del tratamiento Control y
Desgranado. Por ejemplo, en ABA 5uM, se registrd una disminucion en la germinacion
de embriones incubados a 3%0; relativo al maximo obtenido en una atmosfera normal de
70.9%, 87.2% y 95.1% para los tratamientos Defoliado, Control y Desgranado,

respectivamente.
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Fig. 5. 13. Porcentaje final de germinacion de embriones incubados a 25°C en agua destilada o en
ABA 5uM, bajo concentraciones de O, contrastantes: 21%0, y 3%0,. Las barras grises
representan a un medio de incubacion con agua y a 21%0; las barras rojas, a un medio con ABA
5uM en 21%0O;; las barras con lineas diagonales grises, agua 'y 3%0-; y las barras con lineas rojas
diagonales, ABA 5uM y 3%0,. Este ensayo se realizé en E3(1579), a los 100 dias de almacenaje
post-cosecha. Las barras indican el promedio de germinacion (+EE, n=3). Se indica la diferencia
significativa del porcentaje de germinacion cuando la interaccion entre los tratamientos FD, la
concentracién de O, y la concentracion de ABA fue significativa segun la significancia del test
de Kruskal-Wallis (p-valor=0.004).
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5.3.8. Caracteristicas anatdmicas del pericarpo y potencial de crecimiento del embrién.

Los cortes histolégicos del pericarpo en la zona central del fruto (Fig. 5.14) para
los tres tratamientos evidenciaron cambios en el espesor del pericarpo (p-valor<0.05). El
pericarpo del tratamiento Defoliado (106.5+14.0pum) presentd un menor espesor que el
del Control (154.4+16.4um), seguido por el Desgranado (213.6+10.1um) que fue el
tratamiento con el pericarpo de mayor peso seco (Cuadro S5.5). Estas diferencias en
espesor se deben, en mayor parte, a que los tratamientos Desgranado y Control
presentaron un mayor nimero de células en el sector del esclerénquima que el tratamiento
Defoliado. Ademas, es evidente en el tratamiento Desgranado el mayor espesor de la
hipodermis que el resto de los tratamientos. Adicionalmente, el tratamiento Defoliado
determind un aumento en la velocidad de imbibicion de agua de frutos y semillas,
expresado en porcentaje de peso inicial en comparacion con lo observado en frutos
provenientes de plantas Control y Desgranado (Fig. S5.2). Sin embargo, cuando se evalud
la cantidad absoluta de agua en funcién del tiempo de incubacion, no se observaron
diferencias entre tratamientos de FD.
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Fig. 5. 14. Corte histoldgico del pericarpo del tercio medio del capitulo del genotipo 1579 (E3),
para los tratamientos Defoliado, Control y Desgranado. Las referencias de las imagenes indican:
ep: epidermis, hip: hipodermis, cn: capa negra, es: esclerénquima, rp: radio parenquimatico, cpa:
capa de parénquima aplastada, hv: haz vascular, cs: cubierta seminal (endosperma), emb:
embrion. Escala = 50um.

La disminucion del potencial osmético redujo de manera diferencial la
germinacion final de los embriones de los distintos tratamientos, donde los embriones

provenientes del tratamiento Defoliado mostraron una menor reduccion que los de
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Control, y estos altimos una menor reduccién que los embriones provenientes del

tratamiento Desgranado (Fig. 5.15).
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Fig. 5. 15. Porcentaje de germinacién de embriones, provenientes de frutos a los 40 dias de
almacenaje post-cosecha, en funcion de los dias de incubacion segin tratamiento de FD
(Defoliado en verde, Control en rojo y Desgranado en negro) en el experimento 1579 (E3). Las
lineas llenas y circulos indican que la incubacion se llevo a cabo en agua destilada, mientras que
las lineas punteadas y cuadrados, a una incubacién en PEG6000 que genera un potencial osmético
de -1.5MPa. Los puntos (circulos y cuadrados) indican el promedio de germinacion (xEE, n=3).
Cuando las lineas de error no se muestran, el valor del EE de la media es menor que el tamafio
del simbolo.

5.4. Discusion

La aplicacion de tratamientos que determinaron una variacion en la relacion FD
durante la etapa de desarrollo de los frutos produjo variaciones en el nivel de dormicién
de los embriones y frutos durante el desarrollo, la cosecha y la post-cosecha. Mas alla de
que las variaciones observadas fueron dependientes del genotipo (en concordancia con
los resultados de los capitulos anteriores, se observé una mayor respuesta en el genotipo
1579 que en el 1552), restricciones en la fuente mediante defoliaciones, sombreos y AD
determinaron frutos con un menor nivel de dormicidn, mientras que aumentos en la fuente
mediante desgranados y BD determinaron un aumento del nivel de dormicion en relacion
al tratamiento Control (Fig. 5.6, Fig. 5.7, Fig. 5.8, Fig. 5.9, Fig. 5.10). Por otro lado, la
idea de que el nivel de dormicion de los frutos estaria afectado por la fuente disponible
por fruto durante el llenado es parcialmente sustentada por los resultados del tratamiento

de Raleo de plantas en el planteo de alta densidad, donde aumentos en la fuente luego de
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haberse determinado el numero de frutos provocd un aumento del nivel de dormicion de
los frutos a 25°C de incubacion en relacion al tratamiento AD (Fig. 5.6, Fig. 5.10).
Diversos trabajos en la bibliografia han reportado que disminuciones en la relacion FD
reducen el nivel de dormicién de las semillas (defoliaciones en Lolium multiflorum,
Deregibus et al., 1994; sombreos en Datura ferox y Avena fatua, Sanchez et al., 1981,
Gallagher et al., 2013; plantas de soja sombreadas por maices en sistemas de intercultivo,
Chen et al., 2020). En relacion al cultivo de girasol, Pizzorno (2021) observé que frutos
de girasol creciendo en condiciones donde la radiacion incidente fue disminuida
artificialmente durante la primera parte del llenado del fruto presentaron un mayor
porcentaje de germinacion que los provenientes de plantas control (Pizzorno, 2021).

El efecto de las variaciones en FD determin6 cambios en la dormicién embrionaria
y en la dormicién impuesta por las cubiertas (Fig. 5.6). Como se observé en capitulos
anteriores, los cambios en la dormicién embrionaria se observaron a bajas temperaturas
de incubacion, mientras que los cambios en la dormicion debida a la presencia de las
cubiertas a 25°C (Fig. 5.7, Fig. 5.8, Fig. 5.9, Fig. 5.10) y fueron mas evidentes en el
tratamiento Desgranado. Estos cambios en el nivel de dormicion estuvieron asociados a
los mismos mecanismos estudiados en los capitulos anteriores. EI menor nivel de
dormicion de los frutos determinado por una defoliacion se asocid a un menor nivel de
ABA enddgeno de los ejes embrionarios durante las etapas finales del desarrollo de los
frutos, tanto en seco (Fig. 5.5A) como durante la incubacion (Fig. 5.5B). Trabajos en otras
especies sugirieron que la disminucién en la fuente fotosintética podria reducir el nivel
de dormicion a traves de una disminucion en el contenido de ABA de las semillas
(Sanchez et al., 1981, Frascaroli et al., 2005, Chen et al., 2020). En girasol, Pizzorno
(2021) demostro6 que frutos con un menor nivel de dormicion provenientes de plantas que

habian sido sometidas a sombreos durante el desarrollo de los frutos, presentaron un
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menor nivel endogeno de ABA. Esta disminucion en el contenido de ABA de los
embriones durante el desarrollo podria deberse a una interrupcion del ABA importado
desde los tejidos maternos. La llegada de ABA materno al embrién es dependiente de la
tasa de crecimiento de los tejidos (Benech-Arnold et al., 1991) y es importante en etapas
iniciales del desarrollo de las semillas (Frey et al., 2004). Las hojas pueden ser una fuente
de ABA durante las primeras etapas de desarrollo (Jones y Brenner, 1987), por lo que el
Defoliado, a través del cese de acumulacion de materia seca en los frutos (Fig. 5.2, Cuadro
S5.2), posiblemente detuvo la importacién del ABA desde estos tejidos. A su vez, el
Defoliado puede afectar la condicién hidrica de la planta, ya que tendr& un impacto en la
tasa transpiratoria, lo que también podria provocar cambios en el ABA de origen materno.
Aunque es conocido que el nivel de dormicion se impone por el ABA producido por el
propio embrién (Karssen et al., 1983; Le Page-Degivry y Garello, 1992; Frey et al., 2004),
no se deberia descartar el posible rol del ABA materno en dicha regulacion. De hecho,
Raz et al. (2001) demostraron que en Arabidopsis el ABA materno estaba implicado en
la prevencion de la viviparidad. En la misma especie, la aplicacion de ABA ex6genamente
a plantas mutantes aba (deficiente en ABA) y abi (insensible al ABA) restauraron su
capacidad de tolerar la desecacion (Koornneef et al., 1989). Estas evidencias sugieren que
el ABA materno podria ejercer un rol sobre la dormicion de los frutos. En esta misma
linea, en aquellos tratamientos con mayor fuente durante el llenado (Desgranado y
Control), el mayor nivel de ABA enddgeno podria estar asociado a una mayor duracion
del area foliar. Wang et al. (2018) mostraron que el mantenimiento del verdor en las
cubiertas (que puede ser un indicador del caracter “stay green”, de retraso de la madurez
del cultivo) de semillas de soja promueve la dormicion aumentando el nivel de ABA

enddgeno.
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Las variaciones en el nivel de dormicion de los frutos como resultado de cambios
en la relacién FD guardd una asociacion con la sensibilidad al ABA de los embriones
durante el desarrollo y luego de la cosecha (Fig. 5.4, Fig. 5.11). Embriones de
tratamientos de baja relacién FD presentaron una menor sensibilidad al ABA (explicando
el menor nivel de dormicién del fruto entero) que los tratamientos que determinaron una
alta relacion FD. Una asociacion similar fue observada en cariopses de sorgo, donde
frutos mas livianos, provenientes de tratamientos de estrés hidrico y nutricional durante
el llenado, presentaron un menor nivel de dormicion y embriones menos sensibles al ABA
(Benech-Arnold et al., 1991, 1995). Estas referencias refuerzan las evidencias que se
expusieron en los capitulos anteriores (3 y 4), mostrando que seria a través de la
regulacion de la sensibilidad de los embriones al ABA que el AM regula el nivel de
dormicion de los frutos a la cosecha y durante el almacenaje post-cosecha. A su vez, se
observd que embriones de frutos con un menor nivel de dormicién producto de
defoliaciones presentaron una menor sensibilidad a la hipoxia y una menor sensibilidad
al ABA en esta condicion (Fig. 5.13). Estas evidencias ponen en relevancia el efecto de
las variaciones en la relacion FD sobre la fisiologia del embrién que determinan su
capacidad germinativa, como puede constatarse claramente en la diferente capacidad de
germinacion de los embriones cuando son incubados en una solucién con un potencial
osmotico de -1.5 MPa (Fig. 5.15).

Esta ampliamente documentado que los cambios en la relacion FD post-antesis
modifican el peso final de los granos (Lopez Pereira et al., 1999; Borras et al., 2004; Ruiz
y Maddonni, 2006). En el presente trabajo, una disminucién en la fuente (Defoliado,
Sombreo y AD) produjo frutos mas livianos, mientras que un aumento (Desgranado y
BD) produjo frutos mas pesados y de mayor tamafio, en comparacion con el tratamiento

Control. Estas diferencias estuvieron explicadas por cambios en la duracién y no en la
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tasa de llenado (Fig. 5.2, Cuadro S5.2, Cuadro S5.5; Dosio et al., 2000; Lopez Pereira et
al., 2000; Aguirrezabal et al., 2003; Barros et al., 2004; 1zquierdo et al., 2008). Este efecto
sobre el peso de los frutos se relaciond en algunos trabajos con variaciones en el nivel de
dormicion, donde frutos mas pesados se asociaron a un mayor nivel de dormicion, y
viceversa (Maun y Cavers, 1971; Mira et al., 2019). Por ejemplo, en girasol confitero,
Saranga et al. (1998) observaron que el porcentaje de germinacion a 15°C y de
emergencia en arena de semillas de mayor tamafio (provenientes de tratamientos de
remocion de frutos post-antesis y bajas densidades de siembra) fueron menores que los
observados en semillas de menor tamafio (generadas de defoliaciones post-antesis y altas
densidades de siembra). En el presente capitulo, se obtuvo una relacién similar a la
reportada por Saranga et al. (1998), donde el peso de los frutos se asoci6 positivamente

con el nivel de dormicion de los mismos. (Fig. 5.16).
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Fig. 5. 16. Relacion entre el nivel de dormicidn de frutos incubados a 25°C (T50.F.25) y el peso
de los frutos. Los cuadrados, triangulos, triangulos invertidos y circulos indican al E1(1552),
E2(1579), E3(1579), y E4(1579), respectivamente. El color verde representa al tratamiento
Defoliado y AD, el celeste al Sombreo, el rojo al Control y Raleo y el negro al Desgranado y BD.
Se presentan las ecuaciones lineales significativas (correlaciones lineales con p-valor<0.05),
separadas por genotipo.

Los componentes del fruto, pepita y pericarpo, asi como el espesor del pericarpo,
sufrieron modificaciones por efecto de las manipulaciones en la relacion FD (Fig. 5.14,
Cuadro S5.5). El tratamiento Defoliado determind un menor peso seco y espesor de

pericarpo (Fig. 5.14, Cuadro S5.5), en concordancia con lo reportado por Lindstrom et al.
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(2007) y Pizzorno (2021) con sombreos artificiales aplicados luego de la floracién. Estas
variaciones en el espesor del pericarpio podrian estar relacionadas a las diferencias en el
nivel de dormicion observadas como resultado de los tratamientos de FD. Por ejemplo,
Pizzorno (2021) encontrd una asociacion positiva entre el nivel de dormicién de frutos y
el espesor del pericarpo, mientras que Andrade et al. (2015) observaron que genotipos de
girasol con un mayor nivel de dormicion presentaron un mayor espesor de la pared celular
y una mayor esclerificacion del pericarpo. Nuestros resultados muestran una relacion
significativa entre ambas variables (r Pearson = 0.99, p-valor<0.05), lo que sugiere que
estas variaciones en las caracteristicas estructurales de las cubiertas podrian contribuir a
explicar, en cierta medida, los efectos sobre la dormicidn observados en este capitulo.
Maun y Cavers (1971) en Rumex crispus y Sultan (1996) en Polygonum persicaria,
mostraron que la mayor capacidad de germinar en semillas que sufrieron alguna
reduccion en su fuente fotosintética (defoliacion y limitacion severa de radiacion,
respectivamente) se asocié con una reduccion en el espesor de las cubiertas de las
semillas, que favoreceria la permeabilidad de las mismas al agua. En el presente trabajo,
los cambios en la relacion FD no estarian provocando variaciones en la permeabilidad de
las cubiertas del fruto al agua, ya que la cantidad de agua que entra a la semilla es similar
en los tres tratamientos (Fig. S5.2). Sin embargo, las diferencias estructurales en el
pericarpio podrian determinar una diferente permeabilidad al Oz que explique parte de los
cambios observados en el nivel de dormicion. Los frutos del Defoliado que presentaron
un menor nivel de dormicién mostraron un pericarpo mas fino y de menor peso, que
podria estar determinando una mayor difusion de O al embrion (Fig. 5.12). Esto podria
explicar, en parte, la menor sensibilidad a la hipoxia que presento este tratamiento en el
E2, donde los frutos presentaron una germinacion del 50% en 3%0-, mientras que en los

otros tratamientos la germinacién en esta condicién fue nula (Fig. 5.12). Como fue
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comentado en capitulos anteriores, los resultados obtenidos sugieren que los efectos de
cambios en las relaciones FD afectarian la dormicién del fruto de girasol a través de
cambios en la sensibilidad al ABA de los embriones y, probablemente también, mediante
cambios en las caracteristicas estructurales del pericarpo que podrian estar modulando la
difusion de Oz al embrién. Sin embargo, se requieren estudios especificos que permitan
establecer si existe una relacion funcional entre los cambios observados en las
caracteristicas anatomicas de las cubiertas y la dormicién de los frutos.

En los casos de las plantas defoliadas, la finalizacion anticipada del Ilenado del
fruto (Fig. 5.2) determind que la tasa de secado de los mismos fuera mayor que la del
resto de los tratamientos (Fig. 5.3, Cuadro S5.3). Se ha observado en varias especies que
la desecacion prematura impuesta durante el desarrollo de la semilla da lugar al inicio de
la germinacion tras la imbibicion posterior (Walker-Simmons y Sessing, 1990; Bewley et
al., 2013; Lachabrouli et al., 2021). La sintesis de proteinas de desarrollo tardio que han
demostrado jugar un papel en la expresion de la dormicion (ABI3, ABI4 y ABI5;
Kermode, 2005) podria suprimirse de forma permanente como consecuencia de la
desecacion. De esta manera, el secado prematuro del fruto, tanto en planta como aislado
de la misma, podria disminuir la sefializacion del ABA y/o aumentar la sensibilidad a las
GAs o el etileno (Corbineau et al., 1988; Bianco et al., 1994) tal como se demostré en
algunos casos de embriones en desarrollo provenientes de tratamientos que exhibieron
una mayor tasa de secado (Fig. 5.4). Estos resultados sugieren que la mayor tasa de
desecacion en planta observada en el tratamiento Defoliado también podria explicar, en
parte, la mayor germinacién observada en este tratamiento.

El atraso en la FS expone al cultivo a temperaturas y niveles de radiacién incidente
cada vez mas restrictivos para su crecimiento durante la etapa post-antesis. Estas

condiciones ambientales pueden afectar la relacion FD durante el desarrollo de los frutos
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en la planta madre. El presente capitulo investigé el efecto de variaciones en la relacion
FD post-antesis sobre el nivel de dormicion de los frutos mediante diferentes
tratamientos. A medida que se redujo la relacién FD disminuy0 el nivel de dormicion y
viceversa. Estas diferencias estuvieron explicadas por cambios en el contenido de ABA
de los embriones durante el desarrollo y en la sensibilidad al ABA de los embriones. A
su vez, los cambios estructurales observados en el pericarpo sugieren que cambios en la
relacion FD podrian estar regulando la dormicion del fruto a través de variaciones en la
tasa de difusion del Oz al embrion. Esto podria interactuar en la sensibilidad a la hipoxia
de los embriones como resultado de las variaciones en la relacion FD. Mas alla de la
relevancia de los mecanismos fisioldgicos develados, los resultados presentados también
son Utiles a la hora de tomar decisiones que afectan la estructura del cultivo (como fecha
y densidad de siembra), ya que las condiciones restrictivas de radiacion incidente (en FS
tardias) o como resultado de sombreo de plantas vecinas (densidades de siembra altas)
podrian causar una disminucion en el nivel de dormicién de las semillas o acelerar la
salida de dormicién de las mismas luego de la cosecha. Por lo tanto, el manejo de estas
herramientas agrondémicas puede ser considerado a la hora de producir semilla comercial
con un menor nivel de dormicién, dentro de rangos que no afecten significativamente el

rendimiento del cultivo.



CAPITULO 6. Discusion General
En este capitulo (i) se contrastan las hipotesis planteadas en el capitulo 1, (ii) se
destaca el aporte de los resultados al avance del conocimiento y sus posibles aplicaciones
agronomicas y (iii) se detallan las futuras lineas de investigacion derivadas de los

resultados obtenidos en esta tesis.

6.1. Contraste de hipdtesis y desarrollo de un esquema conceptual

6.1.1. Efectos del Ambiente Materno explorado durante la etapa de desarrollo del fruto

sobre el nivel de dormicion.

La presencia de dormicidn representa un problema para la industria productora de
semillas ya que implica un retraso sustancial para la siembra inmediata de un préximo
cultivo y/o dificulta, o directamente impide, la comercializacion de las semillas (Maiti et
al., 2006; Bodrone, 2014). Comprender cdmo este caracter es modulado por el AM que
exploran las semillas durante su desarrollo resulta esencial para tomar medidas que
permitan mitigar esta problematica en los sistemas de produccion de semilla comercial.
En la presente tesis se aportan elementos fundamentales para comprender como el AM
regula la dormicién de los frutos en el cultivo de girasol. La aproximacion metodoldgica
utilizada, combinando distintos genotipos, AM y afios experimentales, permitio generar
un marco conceptual robusto en relaciéon a los mecanismos fisiologicos implicados en
esta regulacion.

El nivel de dormicion de un lote de semillas a cosecha esta determinado en
principio por el genotipo y es heredable (Arata et al.,, 2021). Sin embargo, es
extremadamente plastico y esta influenciado por una amplia gama de sefiales ambientales
que tienen lugar durante la etapa de desarrollo de la semilla en la planta madre (Fenner,

1991). Por ejemplo, en girasol, Bodrone et al. (2017) y Pizzorno et al. (2014) observaron
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que atrasos en la FS provocaron una disminucion en el nivel de dormicién de los frutos a
cosecha y aumentaron la velocidad de salida de la dormicion durante la post-cosecha en
dos genotipos, un material hibrido y una linea endocriada, respectivamente. En la presente
tesis, demostramos que esta respuesta a la FS es comun para una amplia gama de
genotipos de girasol, tanto silvestres como cultivados. Estos resultados nos permiten
aceptar la hipdtesis 1: “Atrasos en la FS determinan un menor nivel de dormicién de los
frutos a cosecha y una mayor velocidad de salida de la dormicién durante el almacenaje
post-cosecha en una amplia gama de genotipos de girasol ”. Sin embargo, la magnitud y
el tipo de respuesta (la temperatura en la que se expresa la dormicién y los tejidos del
fruto involucrados) difirieren entre genotipos (Fig. 2.1, Fig. 2.2, Fig. 2.3, Fig. 3.8, Fig.

3.9, Fig. 3.10, Fig. S2.1, Fig. 6.4). Por otro lado, aunque en todos los materiales

estudiados las FS tardias determinaron un menor nivel de dormicion de los frutos, en el
ensayo de FS escalonadas (Fig. 2.4) se observo que el nivel de dormicion disminuyd mas
marcadamente en FS a partir de diciembre, donde los cambios en las variables
ambientales durante el desarrollo del fruto (temperatura, radiacién) resultaron mas
contrastantes (Cuadro 2.4, Cuadro S2.2).

Ademas de los efectos de cambios en la FS, el nivel de dormicién de los frutos
también fue afectado por variaciones en la temperatura a las que se expusieron las plantas
durante el desarrollo de los frutos (Fig. 4.10, Fig. 4.11, Fig. 6.4), lo que nos lleva a aceptar
la hipétesis 2 “La temperatura explorada por las plantas durante el desarrollo de los
frutos afecta el nivel de dormicién de los mismos a cosecha y durante el almacenaje post-
cosecha”. Los resultados obtenidos en esta tesis muestran, en concordancia con los
previamente reportados por Bodrone et al. (2017), que menores temperaturas durante la
etapa de desarrollo de los frutos determinan un menor nivel de dormicion de los mismos.

Asimismo, los resultados obtenidos confirman que la regulacion de la dormicion de los
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frutos por efecto del ambiente térmico tiene lugar hacia el final de la etapa de desarrollo
y maduracion de la semilla en la planta madre (luego de la MF; Cuadro S2.6, Fig. 4.14),
tal como sugirieron Bodrone et al. (2017) en girasol y Rodriguez et al. (2001) en cebada.
Esta informacidn resulta util a la hora de definir planteos de produccion de semilla hibrida
de girasol. En funcién de estos resultados podemos concluir que para obtener semillas
con un menor nivel de dormicién se deberia intentar evitar, mediante variaciones en la
fecha de siembra y/o zonas de produccion, que el cultivo esté expuesto a altas
temperaturas hacia el final del desarrollo del fruto en la planta madre, més particularmente
luego de la MF. Esto toma aun mas relevancia en el contexto actual de cambio climético
(IPCC, 2018), donde la probabilidad de que ocurran eventos de alta temperatura sera
mayor. En la presente tesis también se exploro el efecto de altas temperaturas en FS
contrastantes (Fig. 4.10, Fig. 4.11). El incremento en la temperatura aumento el nivel de
dormicion a cosecha en ambas FS. Sin embargo, se observo una menor respuesta al
aumento de la temperatura en la FS tardia, posiblemente por el menor nivel de radiacion
incidente que exploran los frutos durante su desarrollo bajo estas condiciones (Cuadro
2.2, Cuadro 2.4, Cuadro S2.2, Cuadro 3.1, Cuadro S3.1) y/o por un menor rango de
temperaturas explorado en estas FS (Cuadro 4.1) que determina un menor nivel de
dormicion de los frutos. Ferndndez Farnocchia (2020) observo que el efecto de un menor
nivel de radiacion fue mas relevante que el de la temperatura para definir el nivel de
dormicion en frutos de Polygonum aviculare.

Junto con las FS y la temperatura, una menor relacién FD durante la etapa de
desarrollo de los frutos (que incluyd un menor nivel de radiacion incidente, tratamientos
de defoliacion y variaciones en la densidad de siembra) determiné un menor nivel de
dormicion de los mismos (Fig. 5.6, Fig. 5.7, Fig. 5.8, Fig. 5.9, Fig. 5.10, Fig. 6.4), en

coincidencia con lo reportado por Pizzorno (2021) en experimentos de sombreo. Estos
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resultados nos permiten aceptar la hipotesis 4 “Los cambios en la relacion FD que
experimentan los frutos de girasol durante su etapa de desarrollo afectan el nivel de
dormicion de los mismos™. Estos experimentos demostraron que la tasa de crecimiento
post-floracion afecta el nivel de dormicion de los frutos en el cultivo de girasol (Fig. 5.2,
Cuadro S5.2), aportando evidencias claras en relacién a un factor que ha sido poco
estudiado y que generalmente no se tiene en cuenta a la hora de evaluar aquellos factores
que pueden modular el nivel de dormicidn. Disminuciones en la relacién FD mediante
defoliaciones, sombreo artificial y AD provocaron un menor nivel de dormicion de los
frutos, mientras que aumentos en la relacion FD (mediante desgranado y BD)
promovieron un aumento del nivel de dormicion (Fig. 5.6, Fig. 5.7, Fig. 5.8, Fig. 5.9, Fig.
5.10, Fig. 6.4), corroborando los resultados previamente reportados en girasol por
Saranga et al. (1998). De hecho, el aumento en la dormicion de los frutos como resultado
del raleo de plantas en siembras a alta densidad aportan evidencias claras de que cambios
en la relacion FD durante el desarrollo del fruto afectan el nivel de dormicion de los
mismos (Fig. 5.6, Fig. 5.10). Asimismo, se verifico la relacion positiva que existe entre
el nivel de dormicion y el peso de los frutos, este Gltimo como una medida de la variacion
en larelacion FD (Fig. 5.2, Fig. 5.6, Fig. 5.7, Fig. 5.8, Fig. 5.9, Fig. 5.10, Fig. 5.16, Cuadro
S5.2).

Los efectos de una menor relacién FD sobre el nivel de dormicion podrian
explicar, al menos en parte, el menor nivel de dormicion de los frutos observado en FS
tardias, ya que el atraso en la FS reduce la radiacion interceptada acumulada durante el
desarrollo del fruto en comparacion con las FS tempranas debido a una caida en la
radiacion incidente (Cuadro 2.2, Cuadro 2.4, Cuadro 3.1, Cuadro S2.2, Cuadro S3.1) y a
una menor duracion del area foliar en post-antesis (de la Vega y Hall, 2002b). Estas

condiciones promoverian una reduccion en la fuente y, en consecuencia, en la relacion
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FD. Sin embargo, en FS tardias también se afecta negativamente el nimero de frutos
(mayores temperaturas pre-floracion disminuyen el ndmero potencial de granos,
Chimenti et al., 2001; y el menor nivel de radiacion durante el cuaje del fruto disminuye
el nimero final de granos, Cantagallo y Hall, 2002; Cantagallo et al., 2004), lo que puede
provocar una compensacion que no determine una variacion significativa en la relacion
FD ni en el peso de los frutos en comparacion a una FS temprana (de la Vega y Hall
2002b). Sin embargo, mas alla de las variaciones en la FS, las variaciones del ambiente
entre afios para una misma FS podrian determinar cambios en la relacion FD durante el
periodo de desarrollo de los frutos que afecten el peso del fruto. En los ensayos realizados
en esta tesis se observaron ambas situaciones (Fig. 6.1). En los afios 16/17 y 18/19, el
atraso en la FS determind en ambos genotipos una disminucién en el peso del fruto
asociado a menores niveles de dormicion (Fig. 6.1, comparar cuadrados rojos de FS
tempranas vs cuadrados azules de FS tardias con el rotulo 16/17 y 18/19). Sin embargo,
en el afo 17/18, los frutos de la FS tardia presentaron un mayor peso (1579) o un peso
similar (1552) que los de la FS temprana, pero igualmente los provenientes de FS tardias

presentaron un menor nivel de dormicion (Fig. 6.1, comparar cuadrados rojos de FS
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Fig. 6. 1. Relacion entre el nivel de dormicion de frutos incubados a 25°C medido a través del
tiempo en alcanzar el 50% de germinacion durante el almacenaje a 25°C en seco (T50.F.25) y el
peso de los frutos para ambos genotipos. Los cuadrados indican las FS (rojo para las tempranas y
azul para las tardias), los rombos los ensayos de FS*Tratamiento térmico (FS tempranas simbolos
llenos, FS tardias simbolos vacios; rojo tratamiento de alta temperatura y negro tratamiento
control), los triangulos los tratamientos FD (verde defoliado, rojo control y negro desgranado) y
los circulos los tratamientos de densidad (verde AD, rojo raleo y negro BD).
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tempranas vs cuadrados azules de FS tardias con el rétulo 17/18). Estos resultados
sugieren que mas alla de que los cambios en la relacién FD estén implicados en las
variaciones en el nivel de dormicion observadas como resultado de cambios en la FS,
otros factores, probablemente de mayor relevancia, estarian involucrados en esta
regulacion.

Maés allé de los diversos experimentos realizados para determinar el efecto de las
diferentes variables ambientales sobre el nivel de dormicion, el sistema experimental
utilizado (FS) no nos permitid identificar la importancia relativa que cada factor podria
tener sobre el nivel de dormicion de los frutos ante variaciones en la FS. Esto se debe a
la covarianza de los factores ambientales a medida que se atrasa la FS (Ceccato et al.,
2015). Futuras investigaciones deberian tener por objetivo determinar el efecto relativo

de los factores involucrados.

6.1.2. Ambiente materno, regulacion hormonal vy su relacién con el nivel de dormicion.

Los resultados obtenidos a lo largo de la tesis muestran que los efectos del AM se
explican en mayor medida por cambios fisiol6gicos que tendrian lugar en el metabolismo
y la sefializacion de ABA del embrion (ver los esquemas conceptuales presentados en las
Fig. 6.3 y Fig. 6.4). Particularmente, la sensibilidad al ABA de los embriones es el
mecanismo que explicaria la dormicion del fruto entero durante el almacenaje post-
cosecha, tal como muestra la Fig. 6.2 y otras de la tesis (Fig. 3.11, Fig. 3.12, Fig. 4.12,
Fig. 4.15, Fig. 5.11, Fig. S3.7). Los resultados obtenidos sugieren que esta sensibilidad
de los embriones al ABA estaria determinada por una variacion en el metabolismo del
ABA observada durante el desarrollo del fruto en la planta madre (Cuadro 3.2, Fig. 3.6,

Fig. 3.7, Cuadro 4.2, Fig. 4.9, Fig. 5.5, Fig. 6.4). En esta tesis, FS tardias (capitulo 3),
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Fig. 6. 2. Relacion entre la germinacion de frutos y la germinacion de embriones incubados en
dos concentraciones de ABA (10 y 50puM) a 25°C. Se presentan todos los datos de la tesis, desde
la cosecha hasta el ultimo momento del almacenaje post-cosecha evaluado en cada caso. Los
cuadrados indican los experimentos del capitulo 3 (FS), los circulos los del capitulo 4 y los
triangulos los del capitulo 5. Los diferentes colores representan los tratamientos: rojo para FS
tempranas, tratamiento de alta temperatura (capitulo 4) y controles y raleo (capitulo 5); azul para
FS tardias y sombreo; verde para Defoliado y AD; negro para controles de capitulo 4 y
tratamientos de Desgranada y BD. La relacion entre las dos variables fue significativa (p-
valor<0.05) en ambos casos.

reducciones en la temperatura tanto en FS contrastantes como hacia el final del desarrollo
del fruto (capitulo 4) y disminuciones en la relacion FD (capitulo 5) generaron un menor
contenido enddgeno de ABA (tanto en seco como en incubacion) y una menor capacidad
de sintesis de ABA durante la incubacion. Esta disminucion en el contenido endégeno de
ABA vy sintesis de ABA se asoci6 a embriones con una menor sensibilidad al ABA y
frutos con un menor nivel de dormicion a cosecha y durante el almacenaje post-cosecha
(Fig. 3.11, Fig. 3.12, Fig. 4.12, Fig. 4.15, Fig. 5.11, Fig. S3.7, Fig. 3.8, Fig. 3.9, Fig. 3.10,
Fig. 3.8, Fig. 4.10, Fig. 4.11, Fig. 5.6, Fig. 5.7, Fig. 5.8, Fig. 5.9, Fig. 5.10, Fig. 6.2, Fig.
6.4). Esta hipdtesis guarda concordancia con reportes en la literatura donde alternaciones
en el metabolismo del ABA durante el desarrollo de los frutos afectaron la sensibilidad al
ABA de los embriones (Le Page-Degivry y Garello, 1992; Ni y Bradford, 1993;
Kawakami et al., 1997; Steinbach et al., 1997; Huo y Bradford, 2015). Ademas, los
resultados confirman las evidencias preliminares reportadas por Bodrone et al. (2017) y

Pizzorno (2021) en relacion a la sensibilidad al ABA y al nivel enddgeno de ABA,

respectivamente, como dos posibles mecanismos que estarian regulando la dormicion en
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frutos de girasol como consecuencia de variaciones en el AM. Este efecto sobre el
metabolismo y sefializacion del ABA de los embriones y el nivel de dormicion de los
frutos se observo en todos los experimentos realizados, donde se vario la FS, la
temperatura y la relacion FD (Fig. 6.4). Esto muestra que en el girasol la regulacion
ejercida por distintos factores del ambiente sobre el nivel de dormicion de los frutos
pareceria converger en los mismos mecanismos. En otras palabras, el AM regula la
dormicion del fruto a través del mismo nodo de comunicacidn que converge en un cambio
en la fisiologia del embrion que determina su capacidad germinativa. En funcion de lo
comentado, los resultados nos llevan a aceptar parcialmente la hip6tesis 5: “Los efectos
del AM sobre la dormicion del fruto estan asociados a cambios en la sensibilidad al ABA
y GAs y/o en el metabolismo de ABA de los embriones durante la etapa de desarrollo de
los frutos™, ya que, si bien los efectos del AM estuvieron asociados a cambios en la
sensibilidad y el metabolismo de ABA, no se observo un efecto significativo del AM
sobre la sensibilidad a las GAs y al etileno (Fig. 3.3, Fig. 3.4, Fig. 4.7, Fig. 5.4, Fig. S3.2,
Fig. S3.3, Fig. S3.5, Fig. S4.1).

Las variaciones en el ambiente también determinaron modificaciones en el grosor
del pericarpio. Los tratamientos de AM que aumentaron el nivel de dormicion de los
frutos presentaron pericarpos mas gruesos (Fig. 3.15, Fig. 5.14, Fig. 6.4), en concordancia
con resultados previamente reportados por Pizzorno (2021). Estos resultados permiten
aceptar la hipotesis 6: “Los efectos del AM sobre la dormicién impuesta por cubiertas
estdn asociados a cambios en las caracteristicas anatomicas de las mismas”. Las
cubiertas del fruto de girasol interfieren con el intercambio gaseoso exponiendo al
embrion a una condicién de hipoxia que podria estar involucrada en la regulacién de la
dormicién del fruto (Corbineau y Come, 1995; Rolletschek et al., 2007; Borisjuk y

Rolletschek, 2009) a través de la modulacion de la sensibilidad al ABA de los embriones
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(Dominguez et al., 2019). A lo largo de esta tesis se observd que el AM alter6 la
sensibilidad de los embriones a la hipoxia. FS tempranas, altas temperaturas y alta
relacion FD durante el desarrollo presentaron embriones mas sensibles a ser inhibidos por
condiciones de hipoxia (Fig. 3.13, Fig. 3.14, Fig. 4.13, Fig. 5.12, Fig. 5.13, Fig. 6.4).
Estos resultados confirman lo planteado en la hipdtesis 7: “Los cambios en el nivel de
dormicién del fruto por efecto de cambios en el AM estan asociados a cambios en la
sensibilidad a la hipoxia de los embriones”.

Como fue comentado anteriormente, los resultados obtenidos muestran que la
dormicion del fruto depende del embrién, mas particularmente de la sensibilidad al ABA
del mismo (Fig. 6.3, Fig. 6.4). En otras palabras, la sensibilidad al ABA del embrion
determina la susceptibilidad del mismo a la imposicion de la dormicion por la presencia
de las cubiertas. Sin embargo, las cubiertas por si mismas también ejercen un efecto, ya
que aumentan la sensibilidad al ABA de los embriones a través de la imposicion de un
estado de hipoxia (Benech-Arnold et al., 2006; Bradford et al., 2008; Mendiondo et al.,

2010, Dominguez et al., 2019). Los resultados obtenidos en esta tesis muestran que el
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Fig. 6. 3. Modelo conceptual de regulacion ambiental de la dormicién del fruto entero de girasol.
El AM determina cambios en el metabolismo del ABA durante el desarrollo del fruto en la planta
madre que establece la sensibilidad al ABA de los embriones, mecanismo responsable de
mantener el nivel de dormicion del fruto durante el almacenaje post-cosecha. Por otro lado, el
AM determina cambios en el espesor de las cubiertas y podria determinar cambios en las
propiedades quimicas de las mismas (i.e. polifenoles). Estos cambios podrian afectar el nivel de
hipoxia al que est expuesto el embridn y su sensibilidad al ABA.
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AM también estaria modulando el nivel de dormicion de los frutos a través de este
mecanismo, ya que embriones provenientes de AM asociados a un mayor nivel de
dormicion de los frutos presentaron un aumento mayor en su sensibilidad al ABA en
condiciones de hipoxia (Fig. 3.14, Fig. 4.13, Fig. 5.13, Fig. 6.4). Més alla de los efectos
del AM sobre las propiedades anatémicas de las cubiertas observados en esta tesis, y de
que las mismas son indispensables para imponer la dormicion en el fruto entero cuando
los embriones germinan en un alto porcentaje, los resultados obtenidos indican que la
dormicion del fruto depende mayormente de la fisiologia del embridn. Se requieren
futuros estudios para poder determinar si existe una relacion causal entre los cambios
observados en las cubiertas y las variaciones en el nivel de dormicién de los frutos.

El AM ejerci6 un rol diferencial sobre la dormicion del fruto explicada por el
embrién y sobre aquella explicada por la presencia de las cubiertas. En temperaturas de
incubacién donde generalmente no se expresa la dormicion embrionaria en girasol
(25°C), el alto nivel de dormicion de los frutos del genotipo 1552 expuestos a mayores
temperaturas durante el desarrollo en FS tempranas se explicé por la contribucion de las
cubiertas, ya que su remocion aumentd significativamente el porcentaje de germinacion
de los embriones (Fig. 4.10, Fig. 4.11). Por su parte, en el tratamiento testigo de la misma
FS (menores temperaturas durante el desarrollo de los frutos; Fig. 4.10, Fig. 4.11), la
dormicién embrionaria explicé en mayor medida la dormicién del fruto entero. Estos
resultados nos permiten aceptar la hipdtesis 3: “La temperatura experimentada durante
la etapa de desarrollo de los frutos ejerce un efecto diferencial sobre los componentes
embrionarios y por cubiertas de la dormicion en frutos de girasol”. En contraposicion,
en las FS tardias, las diferencias entre tratamientos térmicos se explicaron por la
dormicién impuesta por las cubiertas, ya que al incubar los embriones aislados de ambos

tratamientos se alcanz6 un porcentaje de germinacién maximo; frutos expuestos a
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mayores temperaturas mostraron una mayor dormicién explicadas por las cubiertas (Fig.
4.10, Fig. 4.11). Sin embargo, aunque los embriones de ambas FS germinaran
completamente en agua, los provenientes de tratamientos de alta temperatura presentaron
mayor sensibilidad al ABA (Fig. 4.12), indicando el diferente estado fisiologico de los
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Fig. 6. 4. Modelo conceptual de la regulacion ambiental de la dormicion del fruto de girasol
derivado de los resultados obtenidos en esta tesis. Se identifican dos momentos: “Desarrollo y
maduracion del fruto en la planta madre” (fondo amarillo) y “Cosecha y Post-cosecha” (fondo
blanco). El sector rojo indica condiciones del AM que determinan un mayor nivel de dormicién
del fruto (FS tempranas, alta temperatura y alta relacién FD durante el desarrollo del fruto en la
planta madre, “AMwmapor”), mientras que el sector azul, indica AM que determinan un menor
nivel de dormicion de los frutos (FS tardias, baja temperatura y baja relacion FD, “AMuwepor”).
El AM afecta el metabolismo del ABA durante el desarrollo de los frutos y la sefializacion del
ABA. AMwnapor presentan un mayor contenido endégeno de ABA de los embriones y una mayor
sintesis de ABA durante la incubacion de los embriones que determinan una mayor sensibilidad
al ABA de los embriones durante el desarrollo tardio. Esta mayor sensibilidad al ABA de los
embriones es el principal mecanismo responsable del mayor nivel de dormicién de los frutos
provenientes de estos AM a cosecha y durante el almacenaje post-cosecha. En 1os AMmepor, Se
observa el efecto contrario (menor contenido enddgeno vy sintesis de ABA, menor sensibilidad al
ABA de los embriones durante desarrollo tardio, y frutos con menor nivel de dormicién a cosecha
y durante la post-cosecha). EI AM generé cambios anatémicos en el pericarpo. En AMmaoor €l
pericarpo del fruto fue méas ancho, mientras que en los AMmepor fue mas fino. Estos cambios
anatomicos podrian afectar la difusion de O, a través del pericarpio y el nivel de hipoxia al que
esta sometido el embrion dentro del fruto. El nivel de hipoxia impuesto por las cubiertas aumenta
la sensibilidad al ABA de los embriones. Este aumento es, a su vez, afectado por el AM, donde
embriones expuestos a AMwmapor evidenciaron un mayor aumento en la sensibilidad al ABA en
hipoxia que los embriones expuestos a AMwepor. Los efectos del AM sobre el metabolismo y
sefializacion de ABA de los embriones determinan diferencias en el potencial de crecimiento de
los embriones, donde embriones expuestos a AMwmapor presentaron un menor potencial de
crecimiento que embriones de AMwepor. El asterisco en el tridngulo central sefiala que los efectos
del AM sobre el nivel de dormicién de los frutos dependeran de la variacién de las condiciones
ambientales exploradas por las plantas dadas no solo por la magnitud de la variacion en la FS y/o
densidad de siembra, sino también por la latitud donde se implanten los cultivos.

PERICARPO (cubierta seminal?)



164

mismos y explicando las diferencias en su susceptibilidad a la imposicion de la dormicion

por la presencia de las cubiertas del fruto.

6.2. Aporte e implicancias agrondmicas de la tesis

Los resultados reportados en esta tesis demuestran que el AM afecta el nivel de
dormicion de los frutos de girasol, pero que la magnitud de este efecto depende del
genotipo (Fig. 2.1, Fig. 2.2, Fig. 2.3, Fig. S2.1). Las diferencias en dormicion entre
genotipos fueron mas marcadas en FS tempranas que en FS tardias. Esto sefiala la
importancia de producir semillas en condiciones donde se exprese el fenotipo de
dormicion cuando se persigue el objetivo de discriminar genotipos en funcion de este
caracter (Postma y Agren, 2015; Edwards et al., 2016; Kerdaffrec y Nordborg, 2017). El
conocimiento del efecto del AM sobre el nivel de dormicion de los frutos de girasol no
solo ayudara a predecir el nivel de dormicion en funcion de las condiciones ambientales
que explora el cultivo durante el desarrollo de los frutos, sino que también, contribuird
positivamente al mejoramiento genético y a la produccidon de semillas, indicando la mejor
ubicacion y época del afio para aumentar la calidad de las semillas.

En lineas generales, se puede observar que a medida que se atrasa la FS, disminuye
el rendimiento (Fig. 6.5, linea negra llena; de la Vega y Hall, 2002a), mientras que éste
aumenta conforme se aumenta la densidad de siembra, hasta llegar a un plateau (Fig. 6.5,
linea negra punteada, Villalobos et al., 1994). A su vez, como fue demostrado en esta
tesis, el atraso en la FS y el aumento en la densidad de siembra disminuyen el nivel de
dormicién de los frutos (Fig. 6.5, linea roja). Este marco conceptual simple (ya que no se
incluye la posible interaccion entre FS y densidad y otros efectos sobre la calidad de las
semillas, como el calibre) nos permite evaluar decisiones de manejo en relacion a la

estructura del cultivo que lleven a disminuir el nivel de dormicion de los frutos a cosecha.
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Fig. 6. 5. Esquema conceptual de cambios en el rendimiento por superficie (lineas negras) y en el
nivel de dormicion (linea roja) frente a variaciones en la fecha (linea llena) y densidad de siembra
(linea punteada).

Aunque el rendimiento es el objetivo mas importante en la mayoria de los sistemas de
produccidn de cultivos, los productores de semilla buscan obtener semillas de alta calidad,
es decir, que germinen rapido, de una manera uniforme y en un amplio rango de
condiciones ambientales. En este contexto, se pueden plantear dos situaciones
contrastantes. Si el objetivo es producir semilla hibrida, se buscard un balance entre
rendimiento y calidad de semilla (es decir, baja dormicion). Por lo tanto, se podrian
sembrar altas densidades en una FS que permita disminuir el nivel de dormicion sin
provocar disminuciones significativas en el rendimiento (Fig. 2.6, Fig. 6.5). Si el objetivo
es regenerar parentales para producir semilla hibrida, donde se busca que la semilla
germine rapido y uniforme para poder sincronizar la fenologia y asi lograr los
cruzamientos, se podria sembrar a densidades relativamente altas en fechas mas tardias
que permitan cosechar lotes de semilla con un menor nivel de dormicién. Por ultimo, es
importante sefialar que los efectos de estas practicas de manejo sobre el rendimiento y el
nivel de dormicion de los frutos dependeran de la variacion de las condiciones
ambientales exploradas por las plantas. Esta variacion estara determinada no soélo por la
magnitud de la variacién en la fecha y/o densidad de siembra, sino también por la latitud

donde se implanten los cultivos (los cambios serdn mas pronunciados en latitudes mas

altas).
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La calidad de un lote de semillas no solo esta dada por la capacidad de
germinacion de las mismas, sino que también depende de la longevidad de las semillas.
Durante el almacenamiento de las semillas, ocurre el deterioro y la consecuente pérdida
de vigor. El ritmo de este envejecimiento depende del contenido de humedad de la
semilla, de la temperatura de almacenaje y de la calidad inicial de las mismas (Walters et
al., 2005). Sin embargo, poco se conoce del efecto del AM sobre este atributo de calidad.
Por ejemplo, Contreras (2007) encontr6 que semillas creciendo bajo fotoperiodos largos
en la planta madre (como los que se dan, por ejemplo, en FS tempranas) presentaron
mayor dormicion y mayor longevidad que semillas provenientes de ambientes bajo
fotoperiodos cortos. Esto sugiere la posibilidad de que exista una relacién positiva entre
la longevidad y el nivel de dormicion (Tesnier et al., 2002). En este sentido, realizamos
un estudio preliminar para determinar el efecto del AM sobre la longevidad de las semillas
mediante la realizacion de un test de envejecimiento acelerado (Fig. 6.6, ver Notas
suplementarias al capitulo 6). Los resultados obtenidos sugieren que, en ciertos casos,
los menores niveles de dormicion de los frutos de girasol podrian asociarse a frutos menos
longevos, aunque esto dependid del genotipo y del tratamiento aplicado (Fig. 6.6). En el
genotipo 1579, frutos que presentaron un menor nivel de dormicion producto de FS
tardias, tratamiento de Defoliado y AD presentaron menores valores de Tiempo Letal 50
(tiempo que tarda en morir el 50% de la poblacion de semillas). Sin embargo, no pareceria
haber una asociacion clara entre la longevidad y los niveles de dormicion entre
tratamientos control y de alta relacién FD (Desgranado, Raleo y BD), ni en aquellos
donde se vario el ambiente térmico (genotipo 1552, Fig. 6.6). Mas alla de que los datos
presentados no son concluyentes, verificar esta relacioén seria importante para evaluar

medidas de manejo que ayuden a disminuir los niveles de dormicién en los lotes de
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semillas de girasol sin perjudicar la longevidad de las mismas, ya que es esencial para

mantener la calidad de las semillas durante su almacenaje.

Genotipo 1552 Genotipo 1579
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Fig. 6. 6. Relacion entre el tiempo letal 50 (en dias, que representa el tiempo en el que las semillas
pierden la viabilidad) y el nivel de dormicion de frutos incubados a 25°C, por genotipo, para los
tratamientos de FS (18/19, cuadrados, rojo FS temprana, azul FS tardia; capitulo 3), temperatura
(circulos 1552, llenos FS temprana, vacios FS tardia, rojo tratamiento alta temperatura, negro
tratamiento control; capitulo 4) y FD (triangulos: verde defoliado, rojo control, negro desgranado;
circulos 1579: verde AD, rojo raleo y negro BD; capitulo 5). En el anexo se describe brevemente
la metodologia utilizada para obtener los valores de TL50. La relacion entre las dos variables fue
significativa (p-valor<0.05) en el caso del genotipo 1579.

Como se comento en distintos pasajes de esta discusion, los resultados obtenidos
muestran que la dormicién del fruto de girasol depende de la sensibilidad al ABA de los
embriones (Fig. 6.2). Esto sugiere que la determinacion de la sensibilidad al ABA de los
embriones podria ser utilizada en planes de mejoramiento como una metodologia sencilla
para la seleccidn de genotipos que presenten bajos niveles de dormicién o la deteccion de
genotipos problematicos en relacién a este caracter. Para ello se deberia desarrollar un
test de incubacion de embriones en ABA estandarizado y sencillo que permita evaluar un

importante nimero de genotipos en un tiempo razonable con el fin de detectar materiales

que puedan ser propensos 0 no a presentar problemas de dormicion.
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6.3. Investigaciones futuras

Los resultados presentados en esta tesis resultan un avance significativo en el
entendimiento de la regulacion ambiental de la dormicién en frutos de girasol, y de los
mecanismos fisioldgicos involucrados en dicha regulacion. A su vez, los resultados
obtenidos tienen fuertes implicancias agronémicas en relacion al manejo de los cultivos
(fecha y densidad de siembra) para obtener semillas de girasol con menores niveles de
dormicion a cosecha. Mé&s alld de estos aportes al conocimiento, al analisis de los
resultados también deja interrogantes planteados que pueden ser el punto de partida de
futuras investigaciones. En relacion a las implicancias agronémicas de los resultados, en
futuros estudios se deberian evaluar los efectos de la interaccion entre FS y densidad de
siembra sobre el nivel de dormicion de los frutos con el objetivo de poder dar una
recomendacion agrondémica mas certera que permita disminuir esta problematica en los
sistemas de produccidon de semilla hibrida en este cultivo. Asimismo, mas all4 de que los
resultados de esta tesis dan indicios claros de los factores ambientales que podrian estar
determinando los cambios en el nivel de dormicion de los frutos como consecuencia de
cambios en la FS, no estaba dentro de sus objetivos identificar y cuantificar el efecto
relativo de los factores involucrados. Por lo tanto, se requeriran futuras investigaciones
que cuantifiquen el impacto de cada variable ambiental en forma individual y combinada
(ensayos de interaccion entre factores) sobre la dormicién de los frutos para poder develar
esta incognita.

En relacion a los mecanismos involucrados en la regulacién de la dormicion por
el AM, en esta tesis se avanzé en la comprension de los mecanismos asociados a la via
del ABA (metabolismo y sefializacion), ya que las evidencias muestran que esta hormona
es clave en la regulacién de la dormicion en la mayoria de las especies estudiadas (Bewley

et al., 2013). Sin embargo, no se estudid en suficiente detalle la posible interaccion del
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ABA con otras hormonas relevantes en el control hormonal de la dormicién, como GAs,
etileno y &cido jasmdnico (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006; Feurtado y Kermode,
2007; Vigliocco et al., 2007; Finkelstein et al., 2008; Matilla y Matilla-Vazquez, 2008;
Llanes et al., 2015). Seria interesante conocer, por ejemplo, las variaciones en los niveles
enddgenos y/o de sintesis de estas hormonas en funcién de cambios en el AM y su efecto
sobre la dormicion del fruto; en esta tesis no se verificaron cambios significativos en la
sensibilidad de los embriones a las mismas (Fig. 3.3, Fig. 3.4, Fig. 4.7, Fig. 5.4, Fig. S3.2,
Fig. S3.3, Fig. S3.5, Fig. S4.1).

Los cambios en los contenidos y en la sensibilidad a las hormonas estan
precedidos por cambios en los niveles de expresion de genes que codifican para estas
hormonas. Por lo tanto, en futuras investigaciones seria un gran aporte conocer los niveles
de expresion de genes de metabolismo de ABA (sintesis: HaABAl, HaABA2,
HaNCED2 y HaNCED4; degradacion: HaCYP707A1, HaCYP707A2, HaCYP707A3),
de sefalizacion de ABA (HaSnRKsl, HaSnRKs2, HaHAB1, HaHAB2, HaABI2,
HaABI3, HaABI5), de metabolismo de GAs (sintesis HaGA3oxl1; degradacion
HaGA20x), y de sintesis de etileno (HaACO) (Xia et al., 2019). Asimismo, seria
interesante poder medir el gen de tiempo a floracion MFT y el de retraso en la
germinacién (DOG) en AM diferenciales. Existen extensas relaciones cruzadas entre las
vias de germinacién y del tiempo a floraciéon. EI MFT actla en el control de la dormicion
de semillas de Arabidopsis en una compleja red de genes que incluye, entre otros genes,
al ABI5 (de sefializacion del ABA; Dave et al., 2016), ademas de estar relacionado con
las propiedades de la cubierta de la semilla (Chen et al., 2014). Por su parte, DOG1
interfiere con la sefializacién de ABA, promoviendo la dormicion de semillas (Dekkers
et al., 2016; Née et al., 2017). Asimismo, la temperatura durante la maduracion de

semillas de Arabidopsis altera los niveles de transcripcion de DOGL1 en las semillas
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maduras, afecta la expresion del gen CYP707A2 (degradacion de ABA) y los niveles de
ABA y GAs (Chiang et al., 2011; Kendall et al., 2011).

Los resultados de esta tesis evidenciaron que las cubiertas del fruto imponen la
dormicion al embrion a través de un estado de hipoxia que aumenta la sensibilidad del
embrién al ABA (Fig. 3.14, Fig. 4.13, Fig. 5.13, Fig. 6.3, Fig. 6.4). Esta regulacion podria
ser modificada por el AM a través de los cambios estructurales que se observaron en las
cubiertas (Fig. 3.15, Fig. 5.14, Fig. 6.4), que podrian determinar cambios en la difusion
del O2 al embrién. Sin embargo, ain no se conoce si los cambios estructurales en el
pericarpo provocados por el AM determinan diferencias en la capacidad de difusion de
O- de las cubiertas del fruto y, por consiguiente, si esto afecta el nivel de hipoxia al que
esta sometido el embrion. Estas determinaciones serian claves para un mayor
entendimiento de como esta regulada la dormicién en el fruto de girasol por el AM. Por
otra parte, la restriccion de oxigeno al embrion podria deberse a la oxidacion de
compuestos fendlicos en las cubiertas, mediada por la actividad de la enzima polifenol
oxidasa, como ocurre en cebada (Lenoir et al., 1986). Aunque en girasol estudios
preliminares no encontraron una asociacion entre los cambios en el nivel de dormicién
debido a tratamientos de sombreo durante el desarrollo del fruto y el contenido de fenoles
de las cubiertas (Pizzorno, comunicacion personal), futuras investigaciones deberian
evaluar esta posibilidad en un mayor nimero de genotipos y ante la variacion de otros

factores del AM.
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Figuras, cuadros y notas suplementarios al capitulo 2.
Cuadro S2.1. Valores medios (£DE) de las variables ambientales registradas en el periodo Siembra—Antesis segun FS (Temprana o Tardia), genotipo y afio
evaluado, y la duracién en dias, de la etapa Siembra—Antesis, para el experimento |. Los valores resaltados en negrita representan las medias (xDE) de las
variables ambientales para todos los genotipos en cada FS. Letras distintas indican diferencias significativas entre FS (p-valor<0.05). Abreviaturas: TMd (°C):
Temperatura Media diaria, en °C; TMMxd (°C): Temperatura Media Méaxima diaria, en °C; TMMnd (°C): Temperatura Media Minima diaria, en °C; Fp (h):
Fotoperiodo medio, en horas; RIMd (MJ m2): Radiacion Incidente Media diaria, en MJ m2; Duracion etapa S—A (d): Duracion etapa Siembra—Antesis, en dias.

AR0-FS— o TMMxd TMMnd RIMd Duracién
Genotipo TMd (°C) (°C) (°C) Fp (h) (MJ m?) S-A (d)
1-Temprana—AAL 18.4 (£4.9) 23.0 (¥5.4) 13.9 (#5.1) 14.3 (£1.0) 19.8 (£8.0) 105.9 (x7.8)
1-Tardia-AAL 255 (+2.0) 307 (¥2.3) 209 (+¥2.3) 15.0(+04) 234 (+6.1)  56.8 (+2.5)
1-Temprana—BAR 18.1 (+4.8)  22.7(¢5.3)  135(+4.9) 142 (+x1.0) 19.9(+8.0)  98.2(+9.9)
1-Tardia-BAR 255(£2.0)  30.7(¥2.3)  20.8(+2.3) 14.9(+0.4) 23.1(#6.3)  56.5(+1.5)
1-Temprana-LMA 19.4 (#4.7)  23.9(#5.2) 14.8(+4.7) 14.6(x0.8) 206 (+8.1)  114.7 (+7.6)
1-Tardia-LMA 255(£2.0)  30.7(¥2.3)  20.8(+2.3) 14.9(0.4) 23.1(#6.3) 585 (x1.7)
1-Temprana—1552 17.1 (#35) 216 (+4.2) 12.7(¢¥3.8) 14.2(x0.7)  19.0 (¢8.1) 78.8 (+4.0)
1-Tardia-1552 246 (£2.4) 297 (£2.7)  19.8(¥2.8) 153 (#0.2)  24.2 (+6.5) 58.5 (+3.0)
1-Temprana—1579 18.2 (+4.2)  22.8(+4.8)  13.7(¥4.1)  14.4(x0.8)  20.0 (+8.3) 94.4 (+1.8)
1-Tardia—1579 245 (+2.4) 297 (¥2.7)  19.8(¥2.7)  152(+0.2)  243(+6.3)  64.0 (+1.5)
1-Temprana—609 17.7 (x4.0)  22.2(+48)  13.1(*4.0) 14.3(x0.8) 19.6(+8.2)  84.1(+2.2)
1-Tardia—609 24.6 (+2.4)  29.8(+¥2.7) 199 (+¥2.7) 15.2(+0.3)  24.0(+64)  68.6 (+1.8)
1-Temprana—EC 18.6 (+4.4) 232 (#5.1) 14.1(+¥4.4) 145(+0.8) 20.5(+84)  101.6 (+4.5)
1-Tardia-EC 24.6 (+2.4)  29.8(+2.6)  20.0(+2.8) 152 (+0.3) 239 (+6.4)  67.6 (+2.9)
1-Temprana—HA89 18.2 (+4.1)  22.7 (+4.8)  13.6 (¥4.1)  14.4(x0.8)  20.1 (+8.3) 93.9 (+2.7)
1-Tardia-HA89 245 (£2.4) 296 (£2.7)  19.7(¥2.8)  15.3(#0.2)  24.3 (+6.4) 61.7 (+0.5)
1-Temprana 18.2 (+0.6)>  22.8 (+0.6)>  13.7 (x0.6)> 14.4 (¥0.1)>  19.9 (x0.5)°  96.5 (+11.9)°
1-Tardia 24.1 (+25)%  29.2 (+2.6)° 19.5(+2.4)® 15.0(+0.2)° 23.3(+1.3)°  65.6 (+12.1)
2-Temprana-581 17.8(+4.3) 22.8(¢55) 12.8(x4.1) 14.0(x0.9) 185(x7.9)  97.7 (x4.7)
2-Tardia-581 246 (+2.8) 297 (¥3.3)  19.7(¢¥3.1)  145(x0.6) 202 (+6.5)  63.0 (+2.9)
2-Temprana-591 17.5(x4.3) 224 (+54)  12.7(*4.1) 13.9(x0.9) 17.9(x7.7)  92.8 (+0.5)
2-Tardia-591 248 (+2.8)  29.9(+3.3)  19.9(¥3.0) 14.6(x05) 204 (+6.6)  59.3 (+1.5)
2-Temprana—600 17.6 (+43)  225(¢5.4) 127 (*4.1) 13.9(x0.9) 181 (x7.8)  92.9 (+5.9)
2-Tardia—600 246 (+2.8) 297 (+¥3.3)  19.7(¥3.1)  145(x0.6) 202 (+65)  63.3(+1.2)
2-Temprana—601 17.3(+4.1)  22.1(¥52) 124 (+40) 139(x0.9) 17.7(*7.7)  89.9 (+6.0)
2-Tardia—601 245(+2.8) 297 (+¥3.3)  19.6(¥3.2) 145(+0.6) 20.2(+65)  65.5 (+0.6)
2-Temprana—608 174 (+42) 223 (¢53)  12.6(+4.1) 13.9(x0.9) 17.9(+7.7)  88.1(+L7)
2-Tardia—608 245(+2.8)  29.7(+3.3)  19.6(¥3.2) 14.5(x0.6)  20.2 (+6.5) 65.7 (+1.3)
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2-Temprana—609 17.1(x4.0)  21.9(¢5.1) 12.3(¥3.9) 13.9(x0.9) 17.5(x7.7)  90.5(5.3)
2-Tardia—609 246 (+2.8)  29.7(¥3.2)  19.7(#¥3.1)  14.5(x0.6) 20.1(¥6.5)  64.6 (x1.2)
2-Temprana—1552 16.6 (+3.8)  21.2(¥4.9) 11.9(+3.7) 13.7(*0.8) 16.8(+7.5)  102.3 (+3.2)
2-Tardia—1552 24.7(+2.8)  29.8(¥3.3) 19.7(+3.1)  14.6(+05) 20.4(+66)  58.7 (+x1.8)
2-Temprana-1575 178 (+4.4)  22.8(+55) 12.9(+4.1)  14.0(x0.9) 186(+7.9)  92.0 (+4.0)
2-Tardia-1575 24.6 (+2.8)  29.7(¥3.3) 1907 (+3.1)  145(x06) 202 (+65)  61.1(+1.9)
2-Temprana—1579 17.7 (+43) 226 (+5.4)  12.8(*4.1) 14.0(x0.9) 182 (x7.8)  109.2 (+4.7)
2-Tardia-1579 24.6 (+2.8)  29.7(¥3.2) 1907 (+3.1)  145(x06) 20.1(+65)  63.7 (+x1.4)
2-Temprana-1673 17.9 (x4.4)  22.9(¢56)  13.0(x4.2)  14.0(x0.9) 18.6(x7.8)  97.7 (+5.5)
2-Tardia-1673 247 (+2.8)  29.8(¥3.3)  19.7(¢¥3.1)  14.6 (x0.5)  20.4 (6.6)  60.2 (+1.6)
2-Temprana—1679 17.7 (4.3)  22.6(¢54)  12.8(x4.1) 14.0(x0.9) 18.2(x7.8)  91.8(x1.8)
2-Tardia-1679 246 (+2.8) 297 (¥3.2)  19.7(#¥3.1)  145(x0.6) 20.1(¥6.5)  64.8 (x1.7)
2-Temprana-GB 18.3 (x45)  23.4(x57) 132 (¥42) 14.1(x1.0) 19.1(x8.0)  108.8 (x4.1)
2-Tardia-GB 247 (+2.8)  29.8(¥3.3)  19.7(#¥3.1)  14.5(x05) 204 (6.5  61.9 (x1.3)
2-Temprana—HA342 17.6 (+4.3)  225(¢5.4) 127 (*4.1) 139(x0.9) 181 (x7.8)  96.5(+2.3)
2-Tardia-HA342 24.8(+2.8)  29.9(+3.3) 190.9(+3.0) 14.6(+05) 20.4(+66)  59.7 (+x1.3)
2-Temprana—HA89 17.9 (z4.4) 22.9 (£5.6) 13.0 (z4.2) 14.0 (x0.9) 18.6 (£7.8) 100.8 (+3.6)
2-Tardia-HA89 24.6 (+2.8)  29.7(¥3.3)  10.7(+3.1)  145(x06) 20.2(+65)  63.6 (+x1.4)
2-Temprana 17.6 (£0.4)°> 225 (x05)> 12.7(x0.3)° 14.0(x0.1)> 18.1(*0.5)°>  96.5 (+6.7)°
2-Tardia 24.7 (x0.1)*  29.8(x0.1)* 19.7 (+0.1)° 145 (x0.1)*  20.3 (x0.1)*  62.5 (+2.3)?
3-Temprana—1552 19.9 (+3.4) 254 (x4.4) 143 (¥35) 147 (x05) 22.6 (x7.0)  70.2 (x2.1)
3-Tardia-1552 249 (+2.9) 304 (+¥3.5)  19.7 (#¥3.1)  14.7(x05)  25.4(#6.1)  53.7 (x1.5)
3-Temprana-1579 20.7 (¥3.9)  26.2 (+4.8)  15.1(¥3.9) 14.8(x05) 22.9(x7.3) 855 (x1.7)
3-Tardia-1579 249 (+2.9) 304 (¥3.4) 197 (#¥3.1)  14.6(x05) 252 (¥5.9)  57.0 (x1.5)
3-Temprana-B123 20.4 (+3.7)  25.9 (¥4.6)  14.9 (+3.8)  14.8(x05) 22.8(x7.2)  78.9 (xl.1)
3-Tardia-B123 24.9 (#3.0)  30.4 (¥3.5)  19.7 (#¥3.2)  14.7(x04) 254 (#6.1)  54.1(+2.0)
3-Temprana—B91 20.1 (¥35) 255 (+4.4) 146 (+3.6) 14.8(x05) 22.6(+7.3)  75.2(*1.2)
3-Tardia-B91 249 (+2.9) 304 (+¥35) 197 (¥3.1)  14.7(+05) 254 (+6.1)  54.0 (+1.7)
3-Temprana 20.3(x0.3)> 258 (x0.3)° 14.7 (+0.3)° 148 (x0.1)° 227 (x0.1)°  77.4 (+6.4)°
3-Tardia 24.9 (+0.1)*  30.4 (+0.1)* 19.7 (+0.1)* 14.7 (+0.1)® 253 (+0.1)®  54.7 (+15)
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Cuadro S2.2. Valores medios (+DE) de las variables ambientales registradas en diferentes estadios ontogénicos (Schneiter y Miller, 1981) para el genotipo
1579 en la campafia 16/17 (experimento 1), segln la FS. Letras distintas indican diferencias significativas entre FS (p-valor<0.05). "nd" significa que no hay
datos. Abreviaturas: TMd (°C): Temperatura Media diaria, en °C; TMMxd (°C): Temperatura Media Maxima diaria, en °C; TMMnd (°C): Temperatura Media
Minima diaria, en °C; Fp (h): Fotoperiodo medio, en horas; RIMd (MJ m?): Radiacion Incidente Media diaria, en MJ m2,

FS TMd(°C)  TMMxd(°C)  TMMnd (°C) Ep (h) (,\F/I”J'\r"n‘f'z)
Siembra— Primera Antesis (R5.1)
1 de septiembre 17.5 (x4.4) ¢ 22.4 (¢5.5) ¢ 12.7 (+4.1)¢ 13.9 (x0.9)¢ 18.1 (x7.8)°
3 de octubre 19.9 (#4.0) © 25.1(¢5.2)® 14.6 (£3.8)¢ 14.6 (+0.7)° 20.3 (#8.2)®
1 de noviembre 22.8 (¥3.4)° 28.4 (+4.0)® 17.2 (x4.1)° 15.2 (£0.3)2 22.8 (£7.5)®
1 de diciembre 24.4 (£2.8) ® 29.9 (£3.0)® 19.1 (£3.5)* 15.2 (£0.2)2 22.8 (£7.1)°
4 de enero 24.6 (£2.8)° 29.7 (¥3.2)® 19.7 (x3.1)*° 14.5 (x0.6)° 20.1 (£6.5)
Periodo de Antesis (R5.1-R5.10)
1 de septiembre 24.1 (+2.2) % 30.5 (x3.0)® 175 (x3.1)%® nd 26.9 (£2.3)®
3 de octubre 25.7 (£2.6) ® 30.8 (x2.9)° 21.5 (+2.8)° nd 20.9 (£9.2)
1 de noviembre 25.1 (x2.0) ® 29.9 (+2.6) 20.2 (+2.6) nd 21.2 (£8.0)
1 de diciembre 22.1 (+2.4) b¢ 26.8 (+3.3)° 18.3 (x3.2)%® nd 17.4 (¢8.0)%®
4 de enero 21.3 (x2.4)° 26.6 (2.3)° 16.2 (4.2)° nd 16.1 (+5.0)°
Periodo de llenado (R6-MF)
1 de septiembre 23.6 (x2.6)° 29.6 (£3.1)° 18.0 (x2.9)® 15.4 (0.1)® 23.0 (¢8.9)®
3 de octubre 25.4 (+2.3)° 30.3 (x2.3)® 20.4 (£3.2)® 15.4 (£0.1)2 22.7 (£6.5)°
1 de noviembre 24.5 (£3.3)° 29.3 (£3.6)° 19.7 (£3.6)® 14.9 (x0.2)° 21.0 (£6.8)
1 de diciembre 25.0 (£2.6)? 30.3 (+3.3)® 20.3 (x2.6)° 14.1 (£0.2)¢ 19.3 (¢6.0)®
4 de enero 20.6 (x2.4)° 25.7 (+2.4)° 15.7 (+3.8)° 13.0 (x0.2)¢ 16.8 (+5.0)°
Periodo de secado (MF-MC)

1 de septiembre 25.4 (£2.6)° 30.3 (x2.8)° 20.4 (£3.5)° 15.2 (x0.2) 22.5(+6.5)°
3 de octubre 24.3 (£3.3)° 29.2 (+3.5) % 19.2 (x3.9)%® 14.9 (x0.2)° 21.4 (£6.7)°
1 de noviembre 25.1 (+2.9)° 30.5 (+3.4)° 20.3 (x2.9)° 14.1 (£0.3)¢ 19.8 (#5.7)®
1 de diciembre 21.6 (+3.6)° 26.8 (+3.9) ™ 16.3 (+4.5)° 13.3 (x0.3)¢ 17.5 (5.6)2
4 de enero 20.3 (+2.6)° 25.1 (+2.5)°¢ 16.4 (3.7)° 12.4 (£0.2)° 12.2 (#5.2)°
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Cuadro S2.3. Datos asociados al rendimiento del genotipo 1579 seglin FS (experimento II). Se
presentan los valores medios (£EE, n=3). Diferentes letras indican diferencias significativas (p-
valor<0.05) entre FS. La duracién del llenado del fruto se expresa en dias desde antesis y la tasa de
llenado del fruto se estimé mediante un ajuste bilineal (Fig. S2.3), expresada en mg d. El peso
final del fruto y sus parametros (duracion y tasa de llenado) se midieron en el tercio medio del

capitulo.
FS Duracién del Tasade llenado  Peso seco final Rendimiento
llenado (d) (mg d?) del fruto (mg) (g planta?)
1 de septiembre 18.5(+3.3) 2 2.2 (x0.1)2 419 (x3.1)® 54.8 (+10.0) ®
3 de octubre 20.2 (x1.5)® 2.2 (x0.2)? 44.1 (£1.3)® 53.8 (+05.4) ®
1 de noviembre 18.7 (¢5.3) 2 2.1(x0.6)2 37.1 (x1.1)*° 50.0 (x10.5) ®
1 de diciembre 19.7 (x1.4)2 1.8 (x0.1)? 32.7 (x3.1)°¢ 38.0 (x13.1)
4 de enero 20.2 (x1.7) @ 1.7 (x0.3) ® 36.7 (x1.5)*° 28.4 (+06.5) P

Cuadro S2.4. Caracterizacion del secado de los frutos del genotipo 1579 segln FS (experimento
I1). Se presentan valores promedio (xEE, n=3). Las tasas de secado se calcularon a través de un
modelo lineal y bilineal, para las FS tempranas (1 de septiembre, 3 de octubre y 1 de noviembre)
y tardias (1 de diciembre y 4 de enero), respectivamente.

FS Tasa secado Punto de quiebre Tasa secado final
inicial entre tasas de secado (% d?) R?
(% d?b) (dias desde R5.5)
1 de septiembre -2.8 (x0.2) - - 0.97
3 de octubre -2.1(x0.1) - - 0.99
1 de noviembre -2.7 (x0.2) - - 0.97
1 de diciembre -2.1 (x0.1) 39 (x1.5) -0.9 (x0.3) 0.98
4 de enero -2.0 (x0.1) 35 (£2.8) -1.0 (x0.1) 0.98

Cuadro S2.5. Valores estimados de los parametros medios poblacionales del rango térmico
permisivo para la germinacion y DE de los parametros, segin se describe en el material
complementario "Desarrollo y validacion de modelos”. Los datos utilizados para este analisis
provienen de la campafia 15/16, ya que se analizaron varias temperaturas de incubacién (ver
seccion 2.2.3. Ensayos de germinacién).

. Ti(5o) () TS(5o) (o) 9T(50) c R?
FS-Genotipo DdAP (°C)  Tisp (°C)  Tss  (°Ch)  Oreo
Temprana—1552 30 11.8 4.7 37.7 4.9 40.6 19.4 0.99
Tardia—1552 30 6.9 2.8 36.5 5.4 175 6.7 0.98
Temprana—-1579 30 8.0 3.2 29.6 6.2 63.7 31.9 0.99
Tardia—1579 30 7.8 3.1 34.4 6.3 51.8 259 0.99
Temprana—AAL 30 121 1.8 185 56 93.1 343 097
Tardia—AAL 30 8.8 2.6 23.7 9.5 459 205 0.94

Cuadro S2.6. Relacién entre la germinacion de los frutos a los 60 dias de almacenaje post-
cosecha, incubados a 10 0 25°C vy las cinco variables ambientales registradas desde la MF—MC
(Cuadro S2.2, Periodo de secado (MF-MC)), para el genotipo 1579 en el afio 16/17 (experimento

ID) en todas las FS. Se presentan los coeficientes de correlacion de Pearson “r”” y los asteriscos
indican que la relacion es significativa (p-valor<0.05, n=30).

10°C 250C
TMd (°C) -0.96* -092*
TMMxd (°C) -097* -0.88*
TMMnd (°C) -0.90* -092*
Fp (h) -0.88* -0.95*

RIMd (MIm?)  -093* -0.89*
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Fig. S2. 1. Ejemplos de genotipos agrupados segun el analisis de conglomerados (Fig. 2.2). A.
Porcentaje final de germinacion de frutos (barras llenas) y embriones (barras con lineas
diagonales) a cosecha, incubados a 10 y 25°C, provenientes de FS tempranas (barras rojas) y
tardias (barras azules). Porcentaje final de germinacion de frutos en funcion de los dias de
almacenaje post-cosecha (DdAP), provenientes de FS tempranas (lineas rojas) y tardias (lineas
azules), incubados a 10°C (B) y a 25°C (C). Las barras (A) y los puntos (B y C) representan los
valores medios de germinacion (£tEE, n=3). Cuando las lineas de error no se muestran, el valor
del EE de la media es menor que el tamafio del simbolo
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Fig. S2. 2. Duracion promedio de los estadios ontogénicos para el genotipo 1579 en la campafia
16/17 (experimento Il), segun FS. Las etapas ontogénicas (Schneiter y Miller, 1981) son:
Siembra—Estrella visible (5-R1); Estrella visible—Antesis (R1-R5.5); Antesis—-MF (R5.5-MF);
Madurez Fisioldgica—Madurez de Cosecha (MF-MC).
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Fig. S2. 3. Evolucién del peso seco unitario del fruto (mg) y de la humedad del fruto (%) en
funcion de los dias desde antesis (R5.5) para el genotipo 1579 en la campafia 16/17 (experimento
I1), seglin FS (1 de septiembre (A), 3 de octubre (B), 1 de noviembre (C), 1 de diciembre (D) y 4
de enero (E)). Los puntos representan datos promedio del peso seco y del contenido de humedad
(xEE, n=3). Cuando las lineas de error no se muestran, el valor del EE de la media es menor que
el tamafio del simbolo. Para los datos del peso seco del fruto, se hizo un ajuste bilineal. La cosecha
se produjo el 16 de enero, el 7 de febrero, el 27 de febrero, el 27 de marzo y el 3 de mayo para las
FS de septiembre, octubre, noviembre, diciembre y enero, respectivamente.
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Fig. S2. 4. Evolucién de la humedad del fruto (%) en funcién de los dias desde antesis (R5.5)
para el genotipo 1579, segun FS (1 de septiembre (A), 3 de octubre (B), 1 de noviembre (C), 1 de
diciembre (D) y 4 de enero (E)). Los puntos indican el promedio del porcentaje de humedad (+EE,
n=3). Cuando las lineas de error no se muestran, el valor del EE de la media es menor que el
tamafio del simbolo. Se ajusté un modelo lineal a los datos de humedad de las FS tempranas (A,
B y C) y un modelo bilineal a las FS tardias (D y E). Las tasas de secado de las FS se encuentran
en la Cuadro S2.4. Para cada FS, se resalta el contenido de humedad promedio (xEE, n=3) de los
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Fig. S2. 5. Datos medios observados (xEE, n=3; cuadrados grises) y simulados (lineas negras) de
germinacion de los frutos a distintas temperaturas de incubacion. Las curvas simuladas se
calcularon para cada poblacion utilizando los pardmetros del Cuadro S2.4. El coeficiente de
determinacion (R?) de los valores observados y simulados se muestra dentro de cada panel.
Cuando las lineas de error no se muestran, el valor del EE de la media es menor que el tamafio
del simbolo.

Desarrollo y validacion de modelos

Los pardmetros que describen la amplitud del rango térmico permisivo para la
germinacion durante la salida de la dormicion primaria se cuantificaron empleando un modelo
matematico desarrollado por Batlla y Benech-Arnold (2015). EI mismo supone que las semillas
pueden germinar entre una temperatura inferior y una superior, ambas con distribucién normal
dentro de la poblacion de semillas (Washitani, 1987). Estos limites, en promedio, se conocen
como temperatura del limite inferior “Tiso)” Y temperatura del limite superior “Tsso)”, Y SUS
respectivas desviaciones estandar, ¢ Tiso) y o Tsso). De acuerdo al modelo, la fraccion de semillas
gue germina a una temperatura de incubacién dada se calculé como sigue:

p(T) =@ [(T-Tisw /o Tieo)] - {1 [(T - Tseo) / o Tseo] } (1)

donde "p(T)" es la proporcion de semillas que germinan a la temperatura "T" y "®" es la funcion
de distribucion acumulativa normal estdndar. El modelo supone que para la fraccion de semillas
en la que "T" se encuentra dentro de los limites "Ti" y "Ts", la tasa de germinacion depende de la
acumulacién de tiempo térmico por encima de un valor umbral y por debajo de un valor éptimo.
También se considera que el tiempo térmico se distribuye normalmente en la poblacion de
semillas con una media (87(s0)) Y una desviacion estandar (o 67 (s0)); mientras que las temperaturas
cardinales para la germinacion de las semillas en rango térmico sub6ptimo (temperatura de base
—Tb- y temperatura éptima —To-) se consideran constantes para toda la poblacién de semillas.
Asi, el tiempo térmico en el rango térmico subdptimo (Bsub; entre Tb y To) puede calcularse para
diferentes fracciones de la poblacidn (g) de la siguiente manera:

6sub (g) = (T- Th) tg (2)

donde, tg es el tiempo necesario para completar la germinacién de la fraccion g de la poblacion.
El modelo supone que las temperaturas cardinales para la germinacion de semillas en el rango
subéptimo (Th y To) permanecen constantes durante la salida de la dormicién de las mismas
(Kruk y Benech-Arnold, 1998; Batlla et al., 2009; Arana et al., 2016). So6lo se calcularon
pardmetros para aquellos casos donde la germinacion fue mayor al 10% al menos a una de las
temperaturas de incubacion evaluadas. La temperatura base "Tb" se calcul6 de la siguiente
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manera: 1) el tiempo necesario para alcanzar el 50% de germinacion (T50) se determin6é mediante
el ajuste de un modelo logistico a los datos de germinacidn observados a diferentes temperaturas
de incubacion; 2) se graficé la tasa de germinacion del 50% (1/T50) en funcion de la temperatura
de incubacion y se ajustd un modelo lineal para determinar la Tb como el valor ‘x” donde ‘y’ es
0. La Tb difirié entre genotipos y se calculé para frutos que presentaron el menor nivel de
dormicién (i.e. cuando se observé el maximo nivel de germinacion en todas las temperaturas de
incubacion). Las Tb para los genotipos 1552, 1579 y AAL fueron de 6.7, 0 y 4.3°C,
respectivamente (Fig. S2.6). Los pardmetros medios (Tiso), TSe0) y 0T (s0)) con sus desviaciones
(o Tio), 0 Tseo) y 6 0T(s0) Se estimaron mediante un procedimiento de optimizacion no lineal

utilizando la herramienta Solver de Microsoft Excel.

Fig. S2. 6. Ajustes lineales para calcular la temperatura base en cada caso. El eje X representa las
temperaturas de incubacion y el eje Y la tasa (inversa de los dias en alcanzar el 50% de
germinacion de frutos). Se presentan las rectas de ajuste, el R? y la temperatura base (cuando

Y=0).
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Figuras y cuadros suplementarios al capitulo 3.
Cuadro S3.1. Valores medios (£DE) de las variables ambientales registradas en diferentes estadios ontogénicos (Schneiter y Miller, 1981) segun genotipo, afio
y FS. Letras distintas indican diferencias significativas entre FS y afio (p-valor<0.05), siendo las comparaciones por genotipo. Abreviaturas: TMd (°C):
Temperatura Media diaria, en °C; Fp (h): Fotoperiodo medio, en horas; RIMd (MJ m2): Radiacion Incidente Media diaria, en MJ m™2.

Genotipo TMd (°C) Fp (h) RiMd
Afio-FS (MJ m?)
SIEMBRA-ANTESIS
1552
16/17-1 de septiembre 16.4 (+3.9)¢  13.7(0.8)¢ 16.6 (7.5)¢
16/17—4 de enero 24.7 (x2.8)°  14.6 (+0.5)2 20.4 (6.6)
17/18-10 de octubre 19.9 (+3.4)°  14.7 (x0.5)% 22.6 (+7.0)®
17/18-4 de enero 249 (2.9)¢  14.7 (x05)* 254 (+6.2)
18/19-18 de septiembre ~ 18.6 (x3.4)®  14.5(x0.6)® 19.5 (+7.5)
18/19-8 de enero 23.6 (¥3.4)® 145(x0.5)*® 21.8(+6.8) "
1579
17/18-10 de octubre 20.7 (3.9)°  14.9 (0.6)* 22.9 (£7.3) %
17/18-4 de enero 24.9 (£2.9)% 146 (x05)® 252 (+5.9)2
18/19-18 de septiembre 19.3 (¥3.2)® 144 (x0.8)® 19.1(x7.7)°¢
18/19-8 de enero 23.5(£3.5)%  14.4(+0.6)° 21.8 (+6.4) "
ANTESIS-MF
1552
16/17-1 de septiembre 228 (x2.9)® 153 (x0.1)® 25.2 (£5.9) 2
16/17-4 de enero 21.0 (2.4) > 13.1(x0.2)° 17.0 (+4.9)"
17/18-10 de octubre 24.7 (x3.7)* 154 (x0.1)® 24.2(x9.1)%
17/18-4 de enero 21.4 (£3.5) > 132 (#0.3)" 21.1(x4.2)%®
18/19-18 de septiembre  23.1 (+2.7)® 154 (+0.1)* 23.5 (+8.6)
18/19-8 de enero 19.8 (x2.1)¢ 129 (#0.3)¢ 17.0 (x4.5)"
1579
17/18-10 de octubre 254 (£2.9)% 152 (x0.1)® 24.7 (+8.3)°
17/18-4 de enero 21.8 (+3.1)° 13.2(x0.2)¢ 20.9 (+4.7) %
18/19-18 de septiembre ~ 24.4 (+2.2)¢ 154 (+0.1)® 23.0 (+8.4)°
18/19-8 de enero 19.4 (+2.8)¢  13.0(x0.2)¢ 175 (+4.4)"
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MF-MC
Precipitaciones
(mm)
1552
16/17—1 de septiembre 252 (+2.2)® 154 (+0.1)* 21.6(+8.2)" 158.7
16/17-4 de enero 18.4 (+3.0)¢  12.3(x0.2)¢ 12.1(+4.3)°¢ 118.4
17/18-10 de octubre 25.7 (+1.9)®  14.8(x0.1)¢ 26.8 (+4.3) 2 7.8
17/18-4 de enero 209 (+2.7)¢ 124 (x0.2)¢ 11.2 (+6.3)° 286.6
18/19-18 de septiembre  23.4 (+2.6)®  15.1(+0.2)® 20.6 (+8.7)° 84.8
18/19-8 de enero 17.2 (+2.3)¢  11.8(x0.4)¢ 11.6(+4.3)°¢ 126.6
1579
17/18-10 de octubre 24.8 (£3.0)2 145(x0.3)° 26.5 (+4.0)? 49.1
17/18-4 de enero 20.6 (+2.9)® 12.3(x0.3)¢ 11.3 (¢6.5)° 348.6
18/19-18 de septiembre ~ 24.3 (+3.1)®  14.9 (+0.2)* 22.9 (+6.9) " 114.4
18/19-8 de enero 17.7 (+2.7) ¢ 11.8(x0.4)¢ 11.9 (+4.3)°¢ 100.6
1552 1:5127161 d;, iec:)tieEmbre- [ | ] S-R5.5
1 -17:4de Enero4 [N
T e e BE R5.5-MF
1552 17-18: 4 de Enero{ DN m MF-MC

1552 18-19: 18 de Septiembre |
1552 18-19: 8de Enero4___ TN

1579 17-18: 10 de Octubre - [ |
1579 17-18: 4 de Enero4____

1579 18-19: 18 de Septiembre 4 [ |
1579 18-19: 8de Enero4____ [N

1
0 25 50 75 100 125 150 175
Dias desde siembra

Fig. S3.1. Duracion promedio de los estadios ontogénicos para los genotipos 1552 y 1579 segln FS y afio. Las etapas ontogénicas (Schneiter y Miller, 1981)
son: Siembra—Antesis (S-R5.5); Antesis—-MF (R5.5-MF); y MF-MC.



197

Cuadro S3.2. Descripcion de datos asociados al rendimiento de los genotipos 1552 y 1579 segln
FS y afio. Se presentan los valores medios (xEE, n=3). Diferentes letras indican diferencias
significativas (p-valor<0.05) entre FS y afios, siendo las comparaciones por genotipo. La
duracidn del llenado del fruto se expresa en dias desde antesis y la tasa de Ilenado del fruto se
estimé mediante un ajuste bilineal (Fig. 3.1), expresada en mg d*. El peso final del fruto y sus
parametros (duracion y tasa de llenado) se midieron en el tercio medio del capitulo.

Genotipo Duracion del Tasade llenado Peso seco final ~ Rendimiento
Afo-FS llenado (d) (mg d?) del fruto (mg) (g planta™)
1552
16/17
1 de septiembre  29.4 (£1.4) % 2.3 (#0.1) e 69.9 (£3.9) ® 62.5 (+13.7) @
4 de enero 23.0 (x2.4)° 1.8 (x0.2) ¢ 42.1 (£2.7) ¢ 30.3(8.8)°
17/18
10 de octubre 30.7 (x3.5) ® 2.4 (x0.4)%® 71.1(x12.4) @ 57.8 (£12.8) @
4 de enero 28.2 (x1.8) 2.5(+0.3) 2 68.1 (x12.4) ® 29.3 (#6.3)°
18/19
18 de septiembre  28.2 (£3.0) ® 1.8 (+0.3) ¢ 51.2 (+2.4) ¢ 59.1 (£10.3)®
8 de enero 26.0 (£2.7) 1.7 (x0.1) ¢ 44.6 (£5.7) ¢ 34.9 (x14.2) °
1579
17/18
10 de octubre 22.2 (£1.1)® 1.8 (x0.2)° 39.9 (¥3.0)° 52.8 (¢5.9)®
4 de enero 224 (£1.9)* 2.5(+0.3) 2 56.2 (+7.6) ® 32.7 (+9.8) °
18/19
18 de septiembre  21.2 (+2.3) 2 1.8 (x0.3)° 37.1(x4.4)° 40.7 (£6.9) °
8 de enero 20.9 (x1.9) 1.6 (x0.4)° 34.4 (x9.0) 18.3 (+3.8) °

Cuadro S3.3. Caracterizacion del secado de los frutos de los genotipos 1552 y 1579 en ambas FS
y afios evaluados. Se presentan valores promedio (xEE, n=3). Las tasas de secado se calcularon a
través de un modelo lineal y bilineal, para las FS tempranas y tardias, respectivamente (Fig. 3.2).

Genotipo Tasa secado Punto de quiebre Tasa secado
Afio-FS inicial entre tasas de secado final R?
(% d?b) (dias desde R5.5) (% d?)
1552
16/17 - 1 de septiembre -2.3(x0.1) 0.98
16/17 - 4 de enero -1.8 (£0.01) 42 (£1.1) -0.8 (x0.1) 0.98
17/18 - 10 de octubre -1.9 (20.2) 40 (+1.4) -1.2 (x0.2) 0.99
17/18 - 4 de enero -1.7 (20.1) 42 (+2.5) -0.7 (x0.1) 0.97
18/19 - 18 de septiembre  -1.9 (x0.1) 0.99
18/19 - 8 de enero -1.9 (x0.1) 45 (£2.2) -0.5 (x0.1) 0.98
1579
17/18 - 10 de octubre -1.8 (x0.2) 0.99
17/18 - 4 de enero -1.8 (£0.1) 45 (£2.1) -0.4 (x0.1) 0.99
18/19 - 18 de septiembre  -2.2 (x0.1) 0.98
18/19 - 8 de enero -2.0 (20.2) 40 (+3.5) -0.5 (+0.1) 0.98
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Fig. S3.2. Porcentaje final de germinacién de embriones del genotipo 1552 (afio 18/19), incubados
a 25°C, en funcidn de la concentracion de GAs (A 'y C) y etefdn (B y D), segin FS, provenientes
de frutos en desarrollo de 40% y 25% de humedad. Los puntos rojos representan a las FS
tempranas y los azules, a las FS tardias. Los puntos indican el promedio de germinacion (EE,
n=3). Cuando las lineas de error no se muestran, el valor del EE de la media es menor que el
tamafio del simbolo. Los puntos que se muestran como x=0 estan graficados como x=0.01, y
representan a embriones incubados en agua destilada.
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Fig. S3.3. Porcentaje final de germinacion de embriones del genotipo 1579 (afio 18/19), incubados
a 25°C, en funcidn de la concentracion de GAs (A 'y C) y etefén (B y D), segln FS, provenientes
de frutos en desarrollo de 40% y 25% de humedad. Los puntos rojos representan a las FS
tempranas y los azules, a las FS tardias. Los puntos indican el promedio de germinacion (£EE,
n=3). Cuando las lineas de error no se muestran, el valor del EE de la media es menor que el
tamafio del simbolo. Los puntos que se muestran como x=0 estan graficados como x=0.01, y
representan a embriones incubados en agua destilada.
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Fig. S3.4. Contenido enddgeno de ABA (pg ABA mg PS?) en funcién del porcentaje de humedad
de frutos en ejes embrionarios extraidos de frutos provenientes de FS tempranas (lineas rojas) y
FS tardias (lineas azules) para los dos genotipos en la campafia 18/19. Los puntos indican la media
del contenido enddgeno de ABA y de germinacion de embriones (xEE, n=3). Cuando las lineas
de error no se muestran, el valor del EE de la media es menor que el tamafio del simbolo. La
cosecha ocurrio en ambos genotipos y FS con una humedad de los frutos cercana a 11%.
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Fig. S3.5. Porcentaje final de germinacion de frutos de genotipos 1552 y 1579 incubados a 25°C
en funcién de la concentracion de GAsy etefdn, a cosecha, segin FS. Los puntos rojos representan
a las FS tempranas y los azules, a las FS tardias. Los puntos indican la media de germinacion
(xEE, n=3). Cuando las lineas de error no se muestran, el valor del EE de la media es menor que
el tamafio del simbolo. Los puntos que se muestran como x=0 estan graficados como x=0.01, y
representan a embriones incubados en agua destilada.
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Fig. S3.6. Porcentaje final de germinacion de frutos y embriones en desarrollo (25% de humedad
del fruto) y a cosecha, seglin corresponda, incubados a 25°C en agua y en distintas soluciones que
inhiben la sintesis de GAs (P100uM:Paclobutrazol 100uM; T500uM: Trinexapac 500uM;
Pro100uM: Prohexadione-Ca 100uM), en los genotipos 1552 16-17 (A), 1552 17-18 (B), 1579
17-18 (C). Las barras rojas representan a las FS tempranas y las azules, a las FS tardias. Las barras
con lineas diagonales indican los embriones y las barras llenas los frutos. Se indican los valores
medios de germinacion (xEE, n=3).
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Fig. S3.7. Porcentaje final de germinacion de embriones de los genotipos 1552 y 1579 (afio 17/18)
incubados a 10°C en funcidn de la concentracion de ABA, para diferentes momentos durante el
almacenaje post-cosecha (DdAP), seglin FS. Los puntos rojos representan a las FS tempranas y
los azules, a las FS tardias. Los puntos indican la media de germinacion (xEE, n=3). Cuando las
lineas de error no se muestran, el valor del EE de la media es menor que el tamafio del simbolo.
Los puntos que se muestran como x=0 estan graficados como x=0.01, y representan a embriones
incubados en agua destilada.
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Fig. S3.8. A. Balance hormonal entre las GA4 y ABA en funcién del porcentaje de humedad
de frutos en ejes embrionarios extraidos de frutos provenientes de FS tempranas (barras rojas)
y FS tardias (barras azules) en la campafia 17/18, para dos genotipos con niveles contrastantes
de dormicién (Andrade et al., 2015; Rosell6 et al., 2016; Vigliocco et al., 2017): B91y B123.
Las barras indican la media del balance hormonal (£EE, n=2). La cosecha ocurrié en ambos
genotipos y FS con una humedad de los frutos cercana a 11%. B. Porcentaje final de
germinacion de frutos a cosecha, incubados a 25°C, segin FS y genotipo contrastante. Las
barras rojas representan a las FS tempranas y las azules, a las FS tardias. Las barras indican el
promedio de germinacion (+EE, n=3).
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Fig. S3.9. Contenido enddgeno de ABA y GA4 en funcion del porcentaje de humedad de frutos
en ejes embrionarios extraidos de frutos provenientes de FS tempranas (barras rojas) y FS tardias
(barras azules) en la campafia 17/18, para dos genotipos con niveles contrastantes de dormicion
(Andrade et al., 2015; Rosell6 et al., 2016; Vigliocco et al., 2017): B91y B123. Las barras indican
la media del contenido endégeno (xEE, n=2).
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Figuras y cuadros suplementarios al capitulo 4.
Cuadro S4.1. Valores medios (+DE) de tasa fotosintética (umol CO, m2 seg? y contenido
relativo de agua (%, CRA) segun FS y tratamiento térmico. Letras diferentes indican diferencias
significativas entre tratamientos (0=0.05), cuando la interaccion entre los factores es significativa.
Temperatura
durante la CRA (%)
medicion (°C)

FS— Tasa fotosintética
Tratamiento  (umol CO, m? seg™)

FSTe-C 335 (¢5.0) 33.0 (0.1)  48.0 (x6.1)°
FSTe-T 28.3 (+7.6) 34.0 (0.6)  43.0 (x6.6)°
FSTa-C 17.7 (+6.3) 26.4 (+0.4)  50.7 (¢5.2)°"
FSTa-T 17.3 (+6.5) 28.2 (+0.4) 615 (+7.9)®

Cuadro S4.2. Caracterizacion del llenado de los genotipos segln FS y tratamiento térmico. Se

presentan valores promedio (+DE, n=3). La interaccion entre FS y Temperatura no fue
significativa (¢>0.05).

FS— Duracion del  Tasade llenado  Peso seco final
Tratamiento llenado (d) (mg d?) del fruto (mg)
FSTe-C 33.3(x1.9) 1.8 (£0.2) 56.1 (+3.2)
FSTe-T 30.4 (x0.7) 1.8 (£0.1) 52.7 (¥5.2)
FSTa-C 31.2 (+4.6) 2.1 (+0.5) 63.6 (+4.7)
FSTa-T 31.7 (£3.1) 1.6 (£0.2) 57.4 (£5.7)

Cuadro S4.3. Caracterizacion del secado de los frutos segin FS y tratamiento térmico. Se
presentan valores promedio de las tasas de secado (xDE, n=3). Las tasas de secado se calcularon
a través de un modelo lineal y bilineal, para las FS tempranas y tardias, respectivamente.

FS- Tasa secado Punto de quiebre Tasa secado
Tratamiento inicial entre tasas de secado final R?
(% d?b) (dias desde R5.5) (% d?)
FSTe-C -1.7 (20.2) 45 (£3.0) -1.3 (x0.1) 0.95
FSTe-T -1.7 (£0.1) - - 0.98
FSTa-C -1.6 (x0.1) 45 (£2.7) -0.6 (x0.1) 0.97
FSTa-T -1.6 (x0.1) 47 (£1.8) -0.6 (x0.2) 0.95
FS Temprana FS Tardia
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Fig. S4. 1. Porcentaje final de germinacion de embriones, incubados a 25°C, en funcion de la
concentracién de GAs y etefon, segin FS y tratamiento térmico, provenientes de frutos en
desarrollo de 25% de humedad. Los puntos negros representan al tratamiento control, mientras
que los rojos, al tratamiento +T. Los puntos indican el promedio de germinacion (xEE, n=3).
Cuando las lineas de error no se muestran, el valor del EE de la media es menor que el tamafio
del simbolo.
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Figuras y cuadros suplementarios al capitulo 5.
Cuadro S5.1. Valores medios (xDE) de las variables ambientales registradas en el periodo
Antesis—-MF y MF-MC, segln experimento y tratamiento FD. En el E1 hay dos registros por cada
variable ambiental, segun provengan de la medicion realizada fuera o dentro de la media sombra
(*). Abreviaturas: TMd (°C): Temperatura Media diaria, en °C; TMMxd (°C): Temperatura
Media Mé&xima diaria, en °C; TMMnd (°C): Temperatura Media Minima diaria, en °C; RIMd (MJ
m-2): Radiacién Incidente Media diaria, en MJ m,

Experimento — o TMMxd TMMnd RIMd
Tratamiento FD TMd (°C) (°C) (°C) (MJ m?2)
ANTESIS-MF

E1 - Defoliado 24.3 (x4.0) 29.6 (#5.3) 18.4 (x3.5) 25.5(#8.1)
E1 - Sombreo 24.3 (£3.8) 29.7 (#4.9)  18.3(x3.3) 25.3(%8.9)
E1 - Sombreo
(canopeo)* 21.4 (+2.6) 25.2 (¥3.1) 16.7(x3.6) 8.9(%2.3)
E1 - Control 24.9 (£3.8) 30.3(¢4.7)  19.1(x3.6) 25.2(%8.6)
E1 — Desgranado 24.9 (£3.8) 30.3(x4.7) 19.2(x3.6) 25.2(£8.6)
E2 — Defoliado 25.3 (£3.3) 31.1(x4.0) 19.7 (x3.3) 24.0(%9.4)
E2 — Control 25.2 (£3.2) 30.9 (+4.0) 19.7 (¥3.3) 24.8(%8.4)
E2 — Desgranado 25.2 (£2.9) 309 (#3.7) 19.8(+3.0) 25.3(%7.8)
E3 — Defoliado 25.0 (£1.8) 29.7 (£1.8)  20.2(x2.4) 23.9(x7.7)
E3 — Control 24.5 (£2.3) 29.1 (x2.5) 19.7 (x2.9) 23.6(%8.2)
E3 — Desgranado 24.2 (£2.2) 28.7 (¥2.5)  19.7 (x2.6) 22.6 (¥8.7)
18/19 — Alta Densidad

25.1 (x3.2) 30.2 (£3.6) 19.9(+3.4) 235(%6.2)
18/19 — Raleo 24.4 (£3.5) 29.5(¥3.9) 19.2(+3.8) 22.9(%6.7)
18/19 — Baja Densidad ~ 24.8 (+3.3) 29.8 (#3.7) 19.6 (+3.4) 23.9(#6.1)

MF-MC

E1 - Defoliado 25.1 (x3.2) 30.8 (+4.0) 199 (¥3.1) 24.7(x8.3)
E1 - Sombreo 25.4 (£2.8) 31.0(£3.6) 20.5(x2.7) 25.6(%6.7)
E1 - Sombreo
(canopeo)* 22.3 (x2.1) 275 (x3.2) 189 (x2.6) 85(xl.7)
E1 - Control 25.2 (+2.5) 30.8 (+3.5) 20.3(x2.3) 25.6 (+6.4)
E1 — Desgranado 25.2 (£2.6) 309 (#3.5) 20.3(x2.4) 26.1(%6.0)
E2 — Defoliado 26.0 (£2.3) 31.8(£3.0) 21.0(x2.3) 27.6(x3.0)
E2 — Control 25.0 (x3.1) 30.5(x3.4) 19.8(%3.5) 26.7 (¥3.8)
E2 — Desgranado 25.3 (£3.2) 309 (£3.4) 19.9(+3.7) 26.5(%3.9)
E3 — Defoliado 24.1 (£3.3) 28.5(+3.8) 19.8(+3.2) 21.4(#8.1)
E3 — Control 24.4 (£3.1) 29.1(¥3.8) 195(%3.2) 23.0(x7.1)
E3 — Desgranado 24.8 (£3.2) 29.7 (£3.7)  19.7 (£3.3) 23.7 (¥5.9)
E4 — Alta Densidad 22.4 (£4.0) 27.4 (¥4.3)  17.4 (¥4.3) 20.8 (£6.5)
E4 — Raleo 22.9 (£3.9) 28.0 (¢4.2) 17.8(x4.4) 20.8(%6.1)
E4 — Baja Densidad 22.6 (£3.9) 27.6 (x4.2) 176 (¥4.3) 20.6 (£6.4)

*El sombreo artificial representd un 65.7% y 66.6% de restriccion de la radiacion incidente en
los estadios R5.5-MF y MF—MC, respectivamente, en relacion a la radiacion incidente sobre los
capitulos Control.
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Cuadro S5.2. Caracterizacion del Ilenado de los genotipos segun afio y tratamiento de FD. Se
presentan valores promedio (£EE, n=3). Letras diferentes indican diferencia significativa entre
medias de tratamientos de FD (0=0.05). El analisis de la varianza y el posterior Test de Tukey fue
realizado por genotipo y por afo.

Experimento — Duracion del Tasade llenado  Peso seco final
Tratamiento FD llenado (d) (mg d?) del fruto (mg)
E1 — Defoliado 18.3 (+x2.0)° 19(x0.4)° 345 (£5.4) ¢
E1 - Sombreo 22.0 (x1.3)° 2.7 (x0.3)%® 55.5 (£7.9) ©
E1 — Control 27.6 (x1.4)2 2.6 (x0.4) % 71.2 (x7.0)°
E1 — Desgranado 28.2 (¥3.1)° 2.8 (x0.3)* 78.3(x¥4.9)°
E2 — Defoliado 16.1 (+x3.0)° 2.1(x0.3) 343 (x4.4) ¢
E2 — Control 22.1 (£3.3)® 2.0(x0.1)® 44,0 (£7.1)°
E2 — Desgranado 27.1(x2.9)* 20(x0.1)? 55.1(¢4.8)°
E3 — Defoliado 16.2 (+3.6) ° 1.7 (x0.4)2 29.4 (£7.6) ¢
E3 — Control 19.1 (x2.4) ® 1.9 (x0.2) @ 37.7 (25.4)°
E3 — Desgranado 24.1 (+0.8) ® 2.1(x0.2)2 51.3(£3.2)®
E4 — Alta Densidad ~ 22.5(£3.1) ® 1.8 (x0.2)° 41.8 (+6.9) ¢
E4 — Raleo 234 (£1.9)* 21(x0.1)%® 47.6 (£5.5) P
E4 — Baja Densidad ~ 24.0 (¥1.0) ® 2.3(x0.1)° 55.7 (x7.4) ®

Cuadro S5.3. Caracterizacion del secado de los genotipos segln afio y tratamiento de FD. Se
presenta la tasa de secado obtenida tras ajustar un modelo lineal a los datos de humedad (xEE,
n=3). Letras diferentes indican diferencia significativa entre medias de tratamientos de FD
(0=0.05). El analisis de la varianza y el posterior Test de Tukey fue realizado por genotipo y por
afo.

Experimento — Tasa de

2
Tratamiento FD  secado (% d%) R
E1 _ Defoliado 2.9(x0.3)> 096
E1 — Sombreo 2.2 (x0.2)° 0.97
E1 - Control 1.9(x0.1)¢  0.99
E1 — Desgranado 2.0 (x0.1)° 0.99
E2 — Defoliado 33(x02)* 098
E2 — Control 2.0 (x0.1)° 0.99
E2 — Desgranado 2.0 (x0.1)° 0.99
E3 _ Defoliado 27(x02)* 0096
E3 — Control 2.2 (x0.1)° 0.98
E3 — Desgranado 2.3(x0.1)° 0.98
E4 — Alta Densidad 2.5(x0.1)2 0.99
E4 - Raleo 24(x01)* 098
E4 — Baja Densidad 2.2 (x0.01)? 0.99

Cuadro S5.4. Rendimiento por planta (g) y por hectéarea (kg ha*) seguin tratamiento de densidad
y raleo, del E4. Se presentan valores promedio (£EE, n=3). Letras diferentes indican diferencia
significativa entre medias de tratamientos de FD (por planta: p-valor=0.015; por hectéarea: p-
valor=0.014).

Experimento

Rendimiento por  Rendimiento por ha

Densidad planta (g planta™) (kg ha)

E4 — Alta Densidad 22.2 (x1.2)° 1553.3 (£85.7) ¢
E4 — Raleo 29.5 (+1.5)2 1033.8 (252.5) b
E4 — Baja Densidad 34.1 (+2.7) 1195.0 (+93.5) b
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Cuadro S5.5. Particion del peso total del fruto en sus componentes, pepita y pericarpo (mg) y
dimensiones del pericarpo (mm) segun experimento. Se presentan valores promedio (xEE, n=10).
Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos de FD (0=0.05). El analisis
de la varianza y el posterior Test de Tukey fue realizado por experimento.

Experimento — Pepita Pericarpo Largo Ancho Espesor
Tratamiento FD (mg) (mg) (mm) (mm) (mm)
. 24.7 9.8 11.9 5.6 2.2
El-Defoliado () pyc  (x15)c  (203) (10(.3) b | (0.2) ¢
443 11.3 11.6 5.5 (+0.6 3.1
El—Sombreo  cg)b  (x18)c (06 (£0.4) b
59.2 12.0 11.9 5.7 (£0.3) 3.6
E1 - Control (59)* (+18)® (x05)¢  ®  (x03)?
E1_Desgranado &4 14.0 113 6.1 (;_+0.3) 3.8

(#4.1)%  (x14)® (x0.3)° (x0.3) ®

- 255 8.8 (xL0) 104 59(x04) 2.7
E2-Defoliado 55y b *03)®  ®  (0.2)°
344  96(18) 107 56(x02) 32
E2 — Control (5.4) b b (£0.3) * b (£0.2) b
419 13.1 111  61(x03) 35
E2-Desgranado ., 'na  (408)2  (0.3)° a (+0.4) @

. 215 8021 97 5002 23
E3—Defoliado 55y b (£0.3) " b (0.2) ¢
) 285 93(x15) 97 52(x03) 3.0
E3 — Control (x4.1)" b (+0.4) ® b (£0.2) b

38.2 13.1 103 57(x04) 38
E3-Desgranado 5002 (4172 (+03)® | (£0.3) *

312  92(+38) 104 55(x05) 35

E4-AD (£3.2) b b (£03)®  ®  (0.2)b
35.6 116 104 5402 35

B4~ Raleo *26)®  (£29)°  (£0.2)" b (0.2) "
48D 39.2 18.7 109 59(05) 40

(£7.3)°  (#57)°  (+06)* @ (£0.3) ®

E1 E2

CONTROL 1

T T T T T T T T T
0 25 50 75 100 125 0 25 50 75 100 125
Dias desde siembra Dias desde siembra

E3 E4
[ S-R5.5
DEFOLIADOA - ADA - B R5.5-MF
I . MF-MC

CONTROL A - RALEO] -
DESGRANADO - BDA -

0 25 50 75 100 125 150 0 25 650 75 100 125
Dias desde siembra Dias desde siembra

Fig. S5. 1. Duracion promedio de los estadios ontogénicos para los distintos experimentos. Las
etapas ontogénicas (Schneiter y Miller, 1981) son: siembra—Antesis (S-R5.5); Antesis—-MF
(R5.5-MF); y MF-cosecha (MF-MC).
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Fruto Semilla
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Fig. S5.2. Curvas de imbibicion en porcentaje de peso inicial (A y B) y en cantidad de agua (Cy
D) de frutos y semillas incubados a 25°C durante 35 h. Los frutos se obtuvieron de los tres
tratamientos de FD (Defoliado en verde, Control en rojo y Desgranado en negro) y provienen del
E3. Los simbolos representan la media (n=20) y las barras verticales, el EE. Cuando las lineas de
error no se muestran, el valor del EE de la media es menor que el tamafio del simbolo. A las 35y
25 horas de incubacion, se observé la emergencia de la radicula y la curvatura de la radicula,
respectivamente, lo que indicé el momento de germinacion de ambas estructuras.

Figuras, cuadros y notas suplementarios al capitulo 6.

Envejecimiento acelerado de los frutos.

Frutos se colocaron en tres cajas plasticas herméticas (15 cm?; n=3) conteniendo 4 frascos de
vidrio con agua destilada, en una camara a 42°C, generando dentro de cada caja una humedad
relativa del 100%. Los frutos se colocaron en bolsas de voile que permiten la circulacién del aire
sobre una red entre medio de los frascos con agua, de modo de impedir el contacto directo de los
frutos con el agua destilada. Cada 2 dias de almacenaje en condiciones de deterioro (42°C y
100%HR), se extrajeron 25 frutos de cada tratamiento de AM, se les quito el pericarpo y la
cubierta seminal y se incubaron los embriones a 20°C en agua destilada. Este procedimiento se
realizé con el fin de evitar la proliferacion de hongos y bacterias del pericarpo, que enmascaren
la capacidad germinativa del embrion. La germinacion de los embriones fue registrada
diariamente, hasta que el remanente de los mismos expuso sintomas de deterioro (engrosamiento
de hipocétile, curvado de radicula, signos de hongos o bacterias, pérdida de turgencia). Los datos
de geminacién de embriones bajo condiciones de envejecimiento acelerado fueron modelados con
un ajuste sigmoideo, y se estimé el Tiempo Letal 50 (TL50), es decir el tiempo en dias en que se
muere el 50% de los embriones. Para realizar los analisis se utilizaron los softwares InfoStat (Di
Rienzo et al., 2012) y GraphPad Prism 7 (Motulsky, 2003). Para el ensayo de FS (capitulo 3), se
utilizaron frutos provenientes de la camparia 18/19 y las determinaciones se realizaron a los 300
y 320 dias de almacenaje post-cosecha para los genotipos 1552 y 1579, respectivamente (Fig.
S6.1A). Para el ensayo de temperatura (capitulo 4), las determinaciones se realizaron a los 350
dias de almacenaje post-cosecha (Fig. S6.1B). Por tltimo, para el ensayo de FD (capitulo 5), se
utilizaron frutos provenientes de los cuatro experimentos y las determinaciones se llevaron a cabo
a los 670, 640, 275 y 250 dias de almacenaje post-cosecha, para los experimentos E1, E2, E3 y
E4, respectivamente (Fig. S6.1C).
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Fig. S6. 1. Porcentaje final de germinacion de embriones incubados a 20°C en funcion de los dias
de exposicion de los frutos a condiciones de envejecimiento acelerado (40°C y 100%HR), segin
(A) genotipo y FS (rojo, FS tempranas; azul, FS tardias), (B) FS y tratamiento térmico (negro,
tratamiento control; rojo, alta temperatura), (C) experimento de FD (verde Defoliado y AD,
celeste Sombreo, rojo Control y Raleo, negro Desgranado y BD). Los puntos indican el promedio
de germinacion (xEE, n=3). Cuando las lineas de error no se muestran, el valor del EE de la media
es menor que el tamafio del simbolo. Se ajustd un modelo logistico a los datos de pérdida de
viabilidad a lo largo de los dias de envejecimiento para calcular el tiempo letal 50 (TL50). Se
exhiben los R? como medida de ajuste del modelo a los datos de viabilidad.



