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RESUMEN
La germinacion de las semillas de kiwi es baja debido a la presencia de dormicion. La
dormiciéon es una condicion que impide la germinacion de las semillas aun bajo
condiciones hidricas, térmicas y gaseosas adecuadas. Sin embargo, el injerto de
variedades sobre pies obtenidos de semillas es habitual en kiwi y en muchas de las
especies de interés fruticola. Las semillas requieren un tiempo de estratificacion hiimeda
a bajas temperaturas para salir de la dormicion y de temperaturas alternadas para
terminarla. Las hormonas involucradas en este proceso son las giberelinas (GAs) y el
acido abscisico (ABA) y ademas hay efectos de las cubiertas en la dormicion. El
objetivo del trabajo es dilucidar algunos de los mecanismos fisioldgicos, que actiian en
la dormicion de semillas de Actinidia deliciosa, y desarrollar un modelo a partir del cual
se puedan derivar metodologias para facilitar el manejo a escala de explotacion agricola;
brindando ademas informaciéon para extrapolar a otras especies de comportamiento
similar. Para esto, se realizaron experimentos para evaluar temperaturas de
estratificacion e incubacion; experimentos en semillas con diferente nivel de dormicion
para evaluar cambios en la sensibilidad a los distintos factores terminadores de la
dormicion (temperaturas alternadas); experimentos con aplicacion exogena de GAs y
ABA para evaluar el efecto de las mismas sobre la dormicion; se midi6 el contenido de
ABA endodgeno en semillas con distinto grado de dormicion; se evalud el efecto de las
cubiertas de la semilla sobre la dormicion mediante la remocion de las mismas y
diferentes concentraciones de oxigeno en la incubacion. Los resultados mostraron que
temperaturas mas bajas en la estratificacion fueron mas efectivas para aliviar la
dormicion, y que la incubacion bajo ciclos de temperaturas alternadas fueron un
requerimiento para la terminacion de la misma. La aplicacion de GAs redujo
parcialmente el nivel de dormicion, mientras que el ABA lo aumento; el contenido de
ABA endogeno de las semillas no fue concluyente sobre el nivel de expresion de la
dormicion. Por ultimo, la presencia de cubiertas impuso dormicion al limitar el ingreso
de oxigeno al embrion, y la sensibilidad a la hipoxia y al ABA varid segun el nivel de
dormicion y la presencia de cubiertas. Se desarrolld un modelo matematico para

predecir la germinacion con implicancias practicas a escala de vivero.
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ABSTRACT
The germination of kiwi seeds is low due to the presence of dormancy. Dormancy is a
condition that prevents seed germination even under adequate water, temperature, and
gaseous conditions. However, grafting of varieties onto rootstocks obtained from seeds
is common in kiwifruit and many other fruit species of interest. The seeds require a
period of stratification at low temperatures to break dormancy and fluctuating
temperatures to complete it. The hormones involved in this process are gibberellins
(GAs) and abscisic acid (ABA), and there are also effects of seed coats on dormancy.
The objective of this work is to elucidate some of the physiological mechanisms
involved in the dormancy of Actinidia deliciosa seeds and to develop a model from
which methodologies can be derived to facilitate management at an agricultural
exploitation scale, also providing information for extrapolation to other species with
similar behavior. To achieve this, experiments were conducted to evaluate stratification
and incubation temperatures; experiments on seeds with different levels of dormancy to
evaluate changes in sensitivity to the various dormancy-breaking factors (fluctuating
temperatures); experiments with exogenous application of GAs and ABA to assess their
effects on dormancy; endogenous ABA content in seeds with different levels of
dormancy was measured; the effect of seed coats on dormancy was evaluated by their
removal and different oxygen concentrations during incubation. The results showed that
lower stratification temperatures were more effective in alleviating dormancy and that
incubation under fluctuating temperature was a requirement for its termination. The
application of GAs partially reduced dormancy level, while ABA increased it; the
endogenous ABA content in seeds was not conclusive regarding the dormancy
expression level. Finally, the presence of seed coats imposed dormancy by limiting
oxygen entry to the embryo, and sensitivity to hypoxia and ABA varied according to the
dormancy level and presence of seed coats. A mathematical model was developed to

predict germination with practical implications at the nursery scale.
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CAPITULO 1

1. Introduccion general: Revision de antecedentes y presentacion del problema

1.1.  Introduccion
1.1.1. Dormicién: Antecedentes y marco tedrico

Muchas semillas de especies de habitats templados presentan dormicion al momento de
ser dispersadas. La dormicion puede ser definida como una condicion interna de las
semillas que impide su germinacion bajo condiciones hidricas, térmicas y gaseosas que
en otras circunstancias hubieran sido adecuadas para que la germinacion tenga lugar
(Benech-Arnold et al., 2000; Bewley & Black, 1994). La dormicion es una caracteristica
adaptativa compleja influenciada por numerosos genes y factores endogenos y
ambientales que interactilan para maximizar las posibilidades de supervivencia de las
pléntulas resultantes de la germinacion (Koornneef et al., 2002). La presencia de
dormicion le confiere a una especie la ventaja adaptativa de evitar la germinacion hasta
que estén dadas las condiciones mas favorables para el establecimiento de la planta
(Baskin & Baskin, 2004). Sin embargo, la dormiciéon es un problema por resolver
cuando las especies que la presentan son cultivadas, dado que la presencia de la misma
determina incertidumbre acerca del momento a partir del cual las semillas podran ser
utilizadas para generar un nuevo cultivo. Es por ello, que la domesticacion y el
mejoramiento han tendido a eliminar este caricter presente en las semillas de las
especies silvestres ancestrales (Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006). Las especies
frutales, en su mayoria bimembres, generalmente poseen portainjertos denominados
“francos” que son propagados a partir de semillas que no escapan al problema de la
dormicion persistente. Mas aun, la informacion disponible acerca de las bases
fisiologicas y moleculares de la dormicion es escasa en muchas de estas especies lo que
a su vez determina que no se hayan desarrollado metodologias adecuadas para su
eliminacion a escala de explotacion agricola.

En algunas semillas la salida de la dormicion ocurre si las mismas son almacenadas con
bajo contenido de humedad y a temperaturas relativamente altas (20-30°C). Otras,
requieren ser almacenadas embebidas y a bajas temperaturas (<10°C), lo que se conoce
como estratificacion himeda o posmaduracion (Benech-Arnold, 2007). La practica de la
estratificacion humeda, de extendida utilizacién en viveros fruticolas, consiste en
almacenar a las semillas en un sustrato himedo y a temperatura ambiente durante el

otofio—invierno.



1.1.2. Factores ambientales que regulan la dormicion en las semillas
La dormicidn se presenta en las poblaciones de semillas en niveles variables, los cuales
son regulados por factores ambientales. Estos factores pueden clasificarse en 1)
reguladores del nivel de dormicion y ii) terminadores de la dormicion (Benech-Arnold
et al,, 2000). Los primeros modulan el grado de dormicién en una poblacion de
semillas, modificando asi la sensibilidad de ésta a los estimulos ambientales y
determinando los patrones estacionales de germinacion. Los factores terminadores de la
dormicion, en cambio, promueven la germinacién en poblaciones de semillas que
alcanzaron niveles minimos de dormicion, removiendo los tltimos impedimentos para
la germinacion. Si bien generalmente se considera a la temperatura del suelo como el
principal factor regulador del nivel de dormicion (Batlla et al., 2009; Bouwmeester &
Karssen, 1992), existen estudios que sugieren que el régimen hidrico del suelo también
estaria involucrado en esta funcion (Kruk & Benech-Arnold, 1998; Malavert et al.,
2021). Estos cambios en el grado de dormicion se manifiestan mediante la modificacion
en la amplitud de rangos de condiciones favorables para la germinacion. En efecto, el
rango de temperaturas permisivas para la germinacion aumenta conforme el nivel de
dormicion disminuye y se estrecha en caso contrario (Vegis, 1964). Respecto de los
factores terminadores de la dormicion, entre los que se incluyen la luz y temperaturas
alternadas, es preciso aclarar que no todas las especies requieren de €stos para germinar.
En los casos en los cuales efectivamente se necesita de la concurrencia de estos factores,
los cambios en el nivel de dormicidon no sélo se traducen en variaciones en los rangos de
condiciones permisivas para la germinacion sino también en modificaciones en la
sensibilidad al efecto de los factores terminadores; esta sensibilidad aumenta en forma
inversamente proporcional al nivel de dormicion (Derkx & Karssen, 1993; Benech-

Arnold et al., 1990).



1.1.3. Clasificaciones de la dormicion
Existen diversas clasificaciones de la dormicion, Karssen (1982), sugiri6 que la
dormicion puede clasificarse en primaria y secundaria segin el momento en que se
adquiere. Dormicion primaria, hace referencia a la dormicion que presentan las semillas
recién dispersadas de la planta madre. La dormicién secundaria, resulta de la
reinduccion de la dormicion en semillas ya dispersadas y que previamente han salido de
la dormicién primaria, cuando las mismas perciben condiciones no favorables para la
germinacion. Asi, la salida de la dormicion primaria seguida de subsecuentes
reinducciones en dormicion secundaria determina la existencia de ciclos en el nivel de
dormicion de las poblaciones de semillas (Bouwmeester & Karssen, 1992). Por otro
lado, Baskin & Baskin (2004), definen a la dormicion seglin su origen y la clasifica en
fisiologica, morfoldgica, morfofisiologica, fisica y una combinacion de fisiologica y
fisica. La dormicion fisiologica se debe a cambios bioquimicos y moleculares en la
semilla y principalmente se expresa seglin el rango de temperaturas al cual la semilla es
capaz de germinar, ampliandose el rango en la medida que la dormicién disminuye o
viceversa, existiendo diferentes tipos segun la especie de que se trate. Este tipo es el
mas abundante en la naturaleza y se registra en semillas de gimnospermas y
angiospermas prevaleciendo en los bancos de semillas de habitats templados. La
mayoria de las especies utilizadas como modelos para estudiar dormicion (e.g.
Arabidopsis thaliana, Helianthus annuus, Avena fatua y varios cereales) presentan este
tipo de dormicion. La dormicion morfologica se debe a la inmadurez del embrion al
momento de la dispersion de la semilla y la morfofisioldgica es una combinacion de
dormicion fisioldgica y morfologica. La dormicion fisica se debe a la presencia de
cubiertas que impiden el ingreso de agua al embridn; en este tipo de dormicion la misma
puede ser eliminada con una escarificacion quimica o mecéanica. Bewley & Black
(1994) proponen que la dormicion fisioldgica puede ser causada por el embrion o
impuesta por las cubiertas. En la dormicion causada por el embrion, el mismo no es
capaz de crecer y germinar, incluso aislado del resto de la estructura de la semilla. Por el
contrario, en la dormiciéon impuesta por las cubiertas, la semilla entera no es capaz de
germinar; sin embargo, el embrion es capaz de germinar si es aislado del resto de las
estructuras de la semilla. Las causas de la dormicion impuesta por las cubiertas pueden
deberse a una restriccion a la salida de inhibidores, restriccion a la entrada de agua,
restriccion al intercambio gaseoso, restriccion mecanica a la expansion del embrion o

presencia de inhibidores en las cubiertas (Bewley & Black, 1994).



1.1.4. Mecanismos fisiolégicos que regulan la dormicion en las semillas
La dormicién fisiologica esta sujeta a control hormonal. Es conocido que hormonas
como las giberelinas (GAs) y el acido abscisico (ABA) estan involucradas (Ali-Rachedi
et al., 2004; Jacobsen et al., 2002; Kucera et al., 2005) y no sdélo a través de cambios en
sus niveles endogenos, sino también a través de cambios en la sensibilidad al efecto de
estos reguladores (Derkx & Karssen, 1993; Nambara et al., 2010). Hay evidencia
considerable de que el acido abscisico (ABA) esta involucrado en el establecimiento y
mantenimiento de la dormicion, determinando también la profundidad de la dormicion
durante el desarrollo (Debeaujon & Koorneef, 2000; Grappin et al., 2000; Bewley,
1997; Yoshioka et al., 1998). Es conocido que el acido abscisico es un regulador
positivo tanto en la induccion de la dormicion durante la maduracion de las semillas
como en el mantenimiento de la dormicion en semillas embebidas (Himmelbach et al.,
2003; Bewley, 1997; Finkelstein et al., 2002). Durante el desarrollo de las semillas la
acumulacion de ABA es baja durante los estadios tempranos, aumenta durante el
desarrollo y alcanza un méaximo alrededor de madurez fisiologica (Bewley, 1997,
Bewley & Black, 1994; Kermode, 2005). La salida de la dormicion de las semillas se
asocia con una reduccion en el contenido de ABA (Millar et al., 2006), y/o la reduccion
de la sensibilidad del embrion al ABA (Bewley et al., 2013; Finch-Savage & Leubner-
Metzger, 2006). La concentracion de ABA en las semillas suele aumentar por sintesis
de novo cuando las mismas son embebidas (Ali-Rachedi et al., 2004); sin embargo, esta
capacidad se pierde (ya sea porque disminuye la capacidad de sintesis o porque aumenta
la capacidad de catalisis) en semillas que han salido de la dormiciéon por
almacenamiento en seco o por estratificacion, dependiendo de la especie de que se trate
(Bewley & Black, 1994). Entonces, el metabolismo del ABA est4 regulado a través de
un balance entre su sintesis y catabolismo, siendo sintetizado indirectamente a partir de
precursores de carotenoides (Nambara & Marion-Poll, 2003) ¢ interviniendo en su
catabolismo la enzima ABA 8’-hidroxilasa (Cutler et al., 2000). La sefializacion del
ABA, en cambio, es mucho mas compleja que su metabolismo y sus componentes no se
han identificado en su totalidad (Finkelstein et al., 2008). Estudios en Arabidopsis
thaliana mostraron que existe un patron diferencial de transcripcion entre semillas con
un alto y bajo nivel de dormicion y que los eventos fisiologicos y moleculares asociados
a los cambios en el nivel de dormicion estan principalmente correlacionados con la
temperatura del suelo y la concentracion y sensibilidad al ABA (Footitt et al., 2013,

2014; Footitt et al., 2011).



En cuanto a la accion de las giberelinas hay evidencias de que cumplirian un rol inverso
al del ABA, actuando como promotores de la germinacion; sus niveles endogenos
suelen aumentar en semillas en las que el nivel de dormicion disminuye (Bewley, 1997,
Bewley & Black, 1994). También hay evidencia de modificaciones en la sensibilidad
del embrién al efecto promotor de la germinacion que producen las GAs al cabo de
algunas semanas de estratificacion, como también de cambios en la capacidad de
sintetizar GAs de novo durante la incubacién a temperaturas que permiten la
germinacion como resultado del proceso de estratificacion (Benech-Arnold, 2007).
Hasta el momento los mecanismos moleculares involucrados en los niveles y
sefalizacion de las giberelinas son parcialmente conocidos (Yamaguchi, 2008).

Cabe destacar que la participacion de las hormonas mencionadas ha sido documentada
solo para algunas especies fruticolas de interés del género Prunus y Malus (Blake et al.,
2000; Lewak, 2011). Si bien se ha avanzado mucho en el conocimiento de los cambios
fisioldgicos que ocurren durante la estratificacion y los que ocurren en otros procesos de

posmaduracion, todavia es mucho lo que falta por conocer en especies frutales perennes.



1.1.5. Elrol de las cubiertas en la dormicion
Como se mencion6 anteriormente, en semillas que presentan dormicion fisiologica, la
misma puede estar impuesta por la presencia de las cubiertas (e.g. tejidos que recubren
al embrion), impuesta directamente al embrion, o ser una combinacién de ambas
posibilidades. Existen diversas formas por las cuales estos mecanismos podrian estar
conectados. Por ejemplo, la presencia de cubiertas podria imponer una condicion de
hipoxia al embrién que interferiria tanto con el metabolismo como con la sefializacion
de inhibidores de la germinacion (Bewley & Black, 1982; Benech-Arnold et al., 2006).
La actividad de la enzima ABA 8’-hidroxilasa implicada en el catabolismo del ABA es
severamente reducida con concentraciones de oxigeno menores a 10% (Krochko et al.,
1998). Este mecanismo fue descripto para cebada, cuyo grano es un grano “vestido” ya
que tiene la lemma y la palea fuertemente adheridas al mismo. Estas estructuras son
ricas en polifenoles y actian como “trampas” de oxigeno, imponiendo hipoxia al
embrion e interfiriendo tanto con el metabolismo como con la sefializacion del ABA
(Benech-Armold et al., 2006). También en cebada se encontré que la hipoxia impuesta
por las cubiertas interferia con el metabolismo del ABA y esta interferencia seria a nivel
de la transcripcion de un gen que codifica para la enzima ABA 8 -hidroxilasa

(Mendiondo et al., 2010).



1.1.6. Sobre la especie estudiada: Actinidia deliciosa
1.1.6.1.  El analisis del caso de la dormicién en semillas de Actinidia
deliciosa.

La mayoria de los estudios que dieron lugar al conocimiento que se tiene sobre la
dormicion de semillas han sido realizados en modelos experimentales que abarcan
desde especies monocotiledoneas hasta dicotiledoneas anuales (e.g. Avena fatua,
Arabidopsis thaliana, Helianthus annuus). Sin embargo, existen pocos modelos
experimentales que hayan permitido estudiar la dormicion de semillas de dicotiledoneas
perennes (Blake et al., 2000; Lewak, 2011). Las semillas de kiwi representan un
excelente modelo de investigacion de dormicion en plantas perennes debido a que
cuando estan recién cosechadas presentan una combinacion de dormicion embrionaria y
dormicion impuesta por cubiertas (en su conjunto denominado dormicion fisiologica),
alcanzando nulos porcentajes de germinacion cuando recién son dispersadas por la

planta madre (Samaria et al., 2011; Windauer et al., 2016).



1.1.6.2. Importancia del analisis de la dormicion en Actinidia
deliciosa.

La propagacion de kiwi (Actinidia deliciosa (A. Chev.) C. F. Liang & A. R. Ferguson)
via semilla es utilizada para obtener patrones (i.e. pies) de injerto; la mayoria de las
especies de interés fruticola tienen pies obtenidos con esta metodologia y por ello son
denominados “pies francos”. Por la dormicién que presentan las semillas de kiwi, esta
técnica se torna dificultosa. Si bien la utilizacion de pies de injerto francos trae mayor
heterogeneidad en los cultivos por la alta variabilidad genética con esta via de
reproduccion, este proceso tiene sus beneficios dado que las plantulas obtenidas de esta
forma tienen mejor enraizamiento que plantas obtenidas por estacas y, ademas, éstas
ultimas son mas dificiles de obtener por la baja capacidad de enraizamiento que tiene el
material vegetativo de esta especie. Por estas razones, obtener plantas de pies francos se
traduce en un monte fruticola mas vigoroso y que se adelanta en produccion (Bellini &
Monastra, 1986; Sale, 1985). No so6lo se utilizan semillas para la multiplicacion de
plantas para la obtencion de pies de injerto, sino que también este medio de propagacion
es indispensable para el cruzamiento y desarrollo de nuevas variedades. Las semillas
requieren un tiempo de estratificacion en hiimedo y a bajas temperaturas para lograr un
porcentaje de germinacion aceptable (Sale, 1985; Tanimoto, 1994; Windauer et al.,

2016).
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1.1.6.3. Descripcion del mercado de Actinidia deliciosa
La produccion global de kiwi asciende a aproximadamente 3 millones de toneladas,
siendo China responsable de la mitad de esta cifra. En China, la mayor parte del kiwi
cultivado se destina al consumo interno, a diferencia de Nueva Zelanda, Chile y Grecia,
cuya produccion se orienta principalmente hacia la exportacion. Italia también juega un
papel importante como exportador de kiwi. El cultivar preponderante es el 4. deliciosa
var. "Hayward", un kiwi de pulpa verde que constituye alrededor de las dos terceras
partes de la produccion mundial (Ferguson, 2016). Las regiones mas propicias para la
produccion de kiwi (Actinidia deliciosa) a nivel global por lo general se ubican entre los
paralelos 30° y 45°, tanto al norte como al sur. En el hemisferio sur, se cultiva en paises
como Nueva Zelanda, Chile, Argentina, Uruguay y Brasil. Sudafrica y Australia han
adoptado el cultivo en fechas mas recientes. La mayor parte de la producciéon en el
hemisferio sur se destina a la exportacion hacia el hemisferio norte, que constituye el
principal mercado de esta fruta entre junio y diciembre. Los principales productores
mundiales de kiwi por volumen son China (50%), Italia (13%), Nueva Zelanda (10%),
Iran (8%), Grecia (7%) y Chile (6%), alcanzando el 94% de la produccion total.
(FAOSTAT, 2022). Argentina contribuye con aproximadamente el 0,20% del total
mundial, segin la Direccion de Cadenas Alimentarias (DCA) del Ministerio de
Agricultura, Ganaderia y Pesca. El cultivo del kiwi comenz6 a fines de la década del
'80, experimentando un auge significativo en 2004 después de la finalizacion de la
paridad cambiaria entre el peso y el dolar, lo que resultd en un aumento sustancial de la
produccion. El pais cuenta con alrededor de 800 hectareas plantadas con kiwi,
principalmente en dos zonas de la provincia de Buenos Aires: Zona Norte (La Plata,
Baradero, San Pedro) y Sudeste (General Pueyrredon, General Madariaga, General
Alvarado, Balcarce y Mar Chiquita). Ademas, existen otras areas de produccion mas
pequeias en Buenos Aires, Entre Rios y Cordoba (SENASA, 2018). Aunque no hay
datos oficiales, la produccion anual en Argentina supera las 8.000 toneladas, dado que la
produccion nacional no satisface la demanda interna, Argentina ha importado un
promedio de 10.595 toneladas por afio durante el periodo 2013-2017, principalmente de
Chile (65%) e Italia (34%), segin el Ministerio de Agroindustria en 2020. Ademas, la
demanda en el mercado de kiwi estd en constante crecimiento, impulsada
principalmente por su excelente sabor y los notables beneficios para la salud. Un solo
fruto contiene aproximadamente el 230% de la vitamina C diaria requerida, el 16% de la

fibra, el 13% de potasio, el 10% de la vitamina E y solo 90 calorias (USDA, 2015).
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1.1.6.4. Origen y descripcion de la especie

El kiwi (Actinidia deliciosa), como todas las especies pertenecientes al género
Actinidia, provienen del sudeste asiatico en el area de distribucion que estd delimitada
por el paralelo 51° N y el paralelo 18° N, extendiéndose desde el Tibet hasta Japon.
Aqui crece de forma natural con habito trepador en el sotobosque.

En cuanto a su ecofisiologia, es una especie caducifolia, con un requerimiento de
aproximadamente 600 horas de frio (temperaturas menores a 7°C) durante el periodo
invernal para brotar (Himelrick & Powell, 1998), y un periodo libre de heladas de 7 a 9
meses. Se trata de un arbusto con habito trepador, que puede alcanzar los 10 metros de
altura; posee un tallo lefioso que tiende a enroscarse sobre si mismo y cuyas
ramificaciones suelen reproducir esta misma caracteristica; sus hojas, de entre 7,5 cm a
12,5 cm de largo, son caducas, simples, alternas y largamente pecioladas, siendo este
ultimo pubescente; la lamina es de forma variable y posee abundante pubescencia en la
cara abaxial; el haz es verde oscuro y a veces brilloso, mientras que el envés es verde
claro y a veces grisaceo (Covatta & Borscak, 1988; Himelrick & Powell, 1998). Esta
especie, a pesar de ser hermafrodita constitutivamente, se comporta como dioica por
atrofia de estilos en flores funcionalmente masculinas, por lo cual se recomienda, para
la produccion comercial de frutos, 1 macho cada 6-8 hembras (Covatta & Borscak,
1988). Posee flores solitarias o en inflorescencias en las yemas axilares de las hojas. La
polinizacion es entomofila y, en mucho menor medida, anemofila (Costa et al., 1993).
Posee muy altos requerimientos hidricos, debido a su elevado indice de area foliar (IAF)
y la consecuente pérdida de agua por transpiracion por lo cual es muy sensible al déficit,
sumado a que presenta una escasa profundidad radical. El fruto es una baya con forma
de elipse, color marron y cubierto de pubescencia, que puede crecer solitario o en forma

de racimos.
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1.1.6.5. Descripcion y desarrollo de la semilla de Actinidia deliciosa
En el caso del kiwi, la cubierta esta formada por la pared del ovario (integumento) que
se lignifica (Hopping, 1976). Durante la floracion, el 6vulo consiste en un saco
embrionario incrustado en un nucelo bien definido y limitado por un tegumento
uniseriado. Posteriormente y en forma progresiva el nucelo se agranda por
multiplicacion celular, las paredes celulares del tegumento se engrosan, la capa de
células que rodea el saco embrionario se agrandan para formar un endotelio visible.
Dentro del endotelio se desarrolla un endospermo que eventualmente se somete a
multiples divisiones para producir una masa de células pequefias de paredes delgadas.
Después de la fertilizacion, el embrion, que esta ubicado en el extremo micropilar del
saco embrionario, se divide y luego permanece inactivo durante al menos 60 dias. Entre
60 y 110 dias después de la floracion, el embrion crece hasta su tamafio maximo

(Hopping, 1976).
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1.1.6.6. Dormicion en la especie estudiada
Es conocido que las semillas de kiwi: i) presentan dormicion primaria pronunciada, ii)
requieren estratificacion a bajas temperaturas (5°C) por un periodo de 30 dias para
disminuirla, iii) las temperaturas alternadas (ciclos diarios con 12 horas a cada
temperatura de 15/25°C, o de 20/30°C) luego de la estratificacion terminan la
dormicioén, iv) la exposicion a un pulso de luz roja no influye significativamente en la
terminacion de la dormicion luego del periodo de estratificacion mientras que un pulso
de luz de rojo lejano inhibe su germinacion, y v) que las GAs promueven la
germinacion de una parte de la poblacion de estas semillas, ain de las que no han sido
sometidas a estratificacion (Celik et al., 2006; Lawes & Anderson, 1980; Mattiuz et al.,
1996; Windauer et al., 2016). El estudio en particular en esta especie que serviria como
modelo, podria ser el punto de partida para avanzar en el conocimiento del proceso de

dormicion en otras especies frutales con comportamiento similar.
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1.1.7. Modelo de “tiempo térmico de estratificacion”
De acuerdo a lo expuesto, los mecanismos fisiologicos que actfian en la dormicion de
las semillas estan regulados por factores endégenos (i.e. control hormonal y molecular)
y exogenos (i.e. factores ambientales). La dormicion es probablemente el aspecto mas
importante a tener en cuenta para la obtencion de una planta en condiciones de campo o
de vivero. Por lo tanto, para predecir el momento y la proporcion de semillas que
germinardn de un determinado lote, debemos considerar los cambios en el nivel de
dormicion en funcidon del efecto de los factores ambientales que la modulan, y ese
conocimiento deberia permitir el desarrollo de herramientas que nos ayuden a optimizar
el proceso. Es de esperar que, bajo distintas condiciones ambientales durante la
estratificacion de una poblacion de semillas, fracciones de la misma tengan respuestas
diferenciales en la germinacion y en la sensibilidad a los factores terminadores de la
dormicion. Se han desarrollado modelos que permiten predecir la intensidad con la cual
ocurre el proceso de salida de la dormicién, dependiendo de las condiciones durante la
estratificacion (temperaturas y tiempos de estratificacion). Asi se logra soslayar la
necesidad del conocimiento de los factores enddgenos que intervienen en los
mecanismos de la dormicion, para poder intervenir o manejar los factores exogenos y
obtener una respuesta en la dinamica de la germinacion. Los modelos desarrollados
generalmente son aplicados en cultivos extensivos y tienen como objetivo generar
estrategias para el manejo de especies de “malezas”. Batlla & Benech-Arnold (2003)
desarrollaron un modelo para semillas de P. aviculare utilizando el concepto de “tiempo
térmico de estratificacion”, el cual permite expresar con un tiempo térmico de
estratificacion comun (Sy) resultados de diferentes combinaciones de temperaturas y
tiempos de estratificacion (por debajo de una temperatura base por encima de la cual la
salida de la dormicion no ocurre), encontrando que con similares sumas térmicas
acumuladas durante la estratificacion se obtienen respuestas similares en la
germinacion. Ademas, Batlla et al. (2003) observaron cambios en la sensibilidad de las
semillas de la misma especie a los factores terminadores de la dormicion (temperaturas
alternadas) en la medida en que se modifico el tiempo térmico de estratificacion.
Basados en los resultados desarrollaron un modelo que permite predecir las respuestas a
diferentes ciclos de temperaturas alternadas, en relacion con la dindmica de la pérdida
de la dormicion de semillas con distintos tiempos térmicos de estratificacion. Estos
trabajos, extendidos para especies fruticolas como el kiwi (Actinidia deliciosa),

manzano (Malus domestica), peral (Pyrus communis), duraznero (Prunus persica),
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permitiria el disefio de estrategias de manejo de vivero que faciliten la propagacion por
semilla, en la medida en que se conozcan los parametros que permiten caracterizar el
nivel de dormicion en cada especie, y se cuantifique el efecto de la temperatura y

tiempo de estratificacion sobre la tasa de cambio de esos parametros.



16

1.2.  Objetivos e Hipotesis
1.2.1. Objetivo general
Avanzar en el conocimiento de los aspectos fisioldgicos de la dormicion de semillas de

Actinidia deliciosa.

1.2.2. Objetivos Especificos
1. Investigar los mecanismos fisiologicos involucrados en la dormicion de Actinidia

deliciosa y su modulacion por el ambiente, determinando:

1.1. El efecto de la temperatura y el tiempo de estratificacion sobre la tasa de salida
de la dormicion medida a través de cambios en el numero de ciclos de
temperaturas alternadas que permiten la germinacion.

1.2. La participacion del acido abscisico (ABA) y de las giberelinas en el proceso de
imposicion y salida de la dormicion respectivamente.

1.3. El grado de participacion de las cubiertas en la dormicion, involucradas en
restricciones a la entrada de oxigeno a las semillas y/o a la salida de sustancias

que imponen dormicion e inhiben la germinacion (ABA).

2. Generar una herramienta de simulacion matematica para kiwi, fundamentada en el
concepto de “tiempo térmico de estratificacion”, que permita relacionar los cambios

en los niveles de dormicion con la temperatura y el tiempo de estratificacion.
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1.2.3. Hipétesis
El cumplimiento del Objetivo especifico 1 se llevo a cabo a partir de la puesta a prueba

de las siguientes hipotesis:

1. El tiempo y la temperatura de estratificacion de las semillas de A. deliciosa
determinan su nivel de dormicioén. Se predice que: con mayor tiempo y/o menor
temperatura de estratificacion (dentro de un rango determinado), las semillas
tendran un menor nivel de dormicion. Un menor nivel de dormicién determinard un
aumento en la sensibilidad de las semillas a factores terminadores de la dormicidn,
como las temperaturas alternadas.

2. En A. deliciosa las GAs y el ABA estan involucradas en la atenuacion y en la
imposicion de la dormicidn, respectivamente. Especificamente se predice que: 1)
semillas sin estratificar tienen una alta capacidad de sintetizar ABA que las
mantiene en dormicién y una baja sensibilidad al efecto promotor de la GAs; ii)
semillas estratificadas pierden su capacidad de sintetizar ABA y/o aumentan la
capacidad de catabolizar el ABA. Ademas, adquieren una alta sensibilidad al efecto
promotor de las GAs y/o disminuye la sensibilidad al efecto inhibidor del ABA.

3. Las cubiertas de las semillas de A. deliciosa imponen dormicion, a través de una
restriccion a la entrada de oxigeno al embrion y/o una restriccion a la salida de

sustancias que inhiben la germinacion (e.g. ABA).
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1.2.4. Estructura de la tesis
La presente tesis consta de 5 capitulos, el capitulo 1 presenta la introduccién general
que describe la problematica abordada, principalmente relacionada a la dormiciéon de
semillas y su relacion con la especie objeto de estudio con la revision bibliografica

correspondiente, ademas se plantean los objetivos e hipdtesis del trabajo.

A continuacion, se presentan los capitulos 2, 3 y 4:

2. Un modelo basado en el concepto de “tiempo térmico de estratificacion: una

herramienta matematica para la eliminacion de la dormicion a escala de vivero.

3. Factores enddgenos involucrados en la dormicion: el papel del acido abscisico y

de las giberelinas.

4. La participacion de las cubiertas de las semillas de kiwi en la disponibilidad de
oxigeno para el embrion, y su relacion con el contenido endogeno de ABA, la

sensibilidad del embrion al ABA y el comportamiento germinativo de las semillas.

Los mismos derivan de los experimentos realizados y cada uno consta de una

introduccion, materiales y métodos, resultados y discusion.

Por ultimo, el capitulo 5 es una discusion general con el marco conceptual de la
problematica abordada, se contrastan las hipotesis planteadas en el capitulo 1, las
contribuciones al avance del conocimiento con una discusion de los resultados mas
relevantes de manera integradora, y se plantean posibles lineas de investigacion a futuro

derivadas del presente trabajo.
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CAPITULO 2

Un modelo basado en el concepto de “tiempo térmico de
estratificacion”: una herramienta matematica para la

eliminacion de la dormicion a escala de vivero.
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CAPITULO 2
2. Un modelo basado en el concepto de “tiempo térmico de estratificacion”: una

herramienta matematica para la eliminacion de la dormicion a escala de vivero.

Resumen

La produccion de plantulas de kiwi (Actinidia deliciosa (A. Chev.) C. F. Liang & A. R.
Ferguson) en el vivero generalmente se ve perjudicada debido a la baja germinacion de
las semillas por la presencia de dormicion primaria. La dormicién de las semillas
hidratadas se alivia con la percepcion de un periodo a bajas temperaturas
(estratificacion), pero ademas en esta especie la incubacion bajo temperaturas alternadas
(20/30°C) es requisito para la terminacion de la dormicion. El objetivo de este capitulo
fue establecer relaciones funcionales entre los cambios en la sensibilidad de la
poblacion de semillas a diferentes ciclos de temperaturas alternadas y el alivio de la
dormicion, bajo diferentes tiempos y temperaturas de estratificacion. Se propone un
modelo basado en el concepto de “tiempo térmico de estratificacion” para predecir
cambios en la fraccion de la poblacion de semillas que germinaria en funcion del
numero de ciclos de temperaturas alternadas. Los resultados mostraron que la
estratificacion a temperaturas frias produce mayores tasas de cambio que la
estratificacion a temperaturas mas calidas. La construccion de curvas de respuesta con
una escala de tiempo térmico fue posible porque las semillas que habian acumulado un
tiempo térmico de estratificacion similar lograron porcentajes de germinacion similares
en respuesta a ciclos de temperaturas alternadas. El modelo se validé con datos
experimentales independientes que arrojaron una buena concordancia entre los datos
predichos y observados. Esto constituye una herramienta importante para superar la
dormicion de una manera que deberia resultar en una producciéon mas eficiente,

econdmica y rapida de plantulas o portainjertos de kiwi.
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2.1. Introduccién

En condiciones naturales en su sitio de origen, las semillas de Actinidia deliciosa
cumplen los requerimientos para la salida de la dormicion después de su dispersion al
pasar por un periodo de bajas temperaturas y alta humedad en el suelo (otofio-invierno)
(Batlla & Benech-Arnold, 2003; Baskin & Baskin, 1998), y posteriormente la llegada de
la primavera otorga las condiciones ambientales conocidas como factores terminadores
de la dormicion (principalmente temperaturas alternadas) (Benech-Arnold & Sénchez,
1995).

La dormicion puede ser definida como una condicion interna de las semillas que impide
su germinacion bajo condiciones hidricas, térmicas y gaseosas que en otras
circunstancias hubieran sido adecuadas para que la germinacion tenga Iugar (Bewley &
Black, 1994; Benech-Arnold et al., 2000). Es conocido que dependiendo del momento
en el que ocurre la dormicién, la misma puede clasificarse en primaria y secundaria
(Karssen, 1982). En este trabajo siempre se tratara sobre la primera (dormicion
primaria) por sus implicancias en la produccion de plantas. La dormicioén primaria hace
referencia a la condicion en la que se encuentran las semillas apenas son dispersadas
desde la planta madre (Bewley & Black, 1994).

La amplitud de condiciones ambientales que son permisivas para la germinacion en una
poblacion de semillas esta dada por su grado o nivel de dormicién: en la medida que el
nivel de dormicion aumenta el rango de condiciones permisivo para la germinacion
disminuye o viceversa (Bouwmeester & Karssen, 1992; Vegis, 1964). La dormicion
relativa es aquella que se expresa a algunas temperaturas, pero no a otras; la dormicion
absoluta, en cambio, se expresa bajo cualquier condicion (Hilhorst, 1995).

Batlla & Benech-Arnold (2003) desarrollaron para semillas de Polygonum aviculare un
indice que permite independizar parametros de las condiciones ambientales durante la
estratificacion (i.e. tiempo y temperatura) para llevarlas a una escala de tiempo comun
expresada en °Cd. La disminucion en el nivel de dormicion de una poblacion de
semillas esta directamente asociado a esta acumulacion de unidades de tiempo térmico
de estratificacion (Sg, por sus siglas en inglés, “stratification thermal time”). El tiempo
térmico de estratificacion contempla el tiempo que las semillas son estratificadas y su
temperatura, ésta ultima por debajo de una “temperatura base”, temperatura umbral por
encima de la cual la salida de la dormicion no ocurre.

Las semillas de A. deliciosa necesitan de un periodo de estratificacion para modificar su

nivel de dormicion y ademads tienen una fuerte respuesta a los factores terminadores de
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la misma para eliminar las limitaciones finales para la germinacion, una vez que la
dormicion se haya aliviado lo suficiente (Windauer et al., 2016).

Los objetivos del presente capitulo fueron establecer relaciones funcionales entre la
sensibilidad de la poblacion de semillas al estimulo de diferentes ciclos de temperaturas
alternadas y salida de la dormicion, debido a la estratificacion a diferentes temperaturas.
Sobre la base de estos resultados, se desarrolld un modelo de tiempo térmico de
estratificacion simple para predecir cambios en la fraccion de la poblacion de semillas
que responde a diferente cantidad de ciclos de temperaturas alternadas en relacién con
la dinamica de la pérdida de dormicion de las semillas. La cuantificacion de estos
cambios y la inclusion de la respuesta de las semillas de kiwi a estos factores
ambientales en modelos de simulacion, se puede utilizar como una herramienta para
manejar esta restriccion que impone la dormicion de las semillas en la produccion de

plantas de A. deliciosa a escala de vivero.
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2.2. Materiales y métodos
2.2.1. Material vegetal

Se utilizaron semillas de Actinidia deliciosa (cv. Bruno) extraidas de frutos cosechados
en el monte frutal de la catedra de fruticultura de la Universidad de Buenos Aires
(34°35'S, 58°29'W). Las plantas macho polinizadoras fueron del cultivar Tomuri. Los
frutos se cosecharon manualmente luego de alcanzar la madurez fisioldgica con 11,5%
de solidos solubles totales (Harman, 1981). Inmediatamente después de la cosecha se
procedio a la extraccion de las semillas mediante trituracion manual de los frutos.

El procedimiento completo para la extraccion de las semillas fue el siguiente: los frutos
se pelaron quitando la epidermis y la mayor cantidad de pulpa posible y se depositaron
en recipientes de vidrio de 5 litros con agua durante 30 minutos para conseguir su
ablandamiento. Posteriormente se trituraron manualmente hasta conseguir que todo el
material llegue a una consistencia pastosa y se deposite en el fondo del recipiente,
periddicamente se retir6 el agua sobrenadante y se volvio a llenar con agua y triturar
hasta lograr que la mayor cantidad de semillas vanas y residuos se pudieran retirar por
flotacion. Después de repetir el procedimiento varias veces se dejo decantar el material
y se procedio a filtrarlo a través de coladores con diferente tamano de malla hasta
obtener solo semillas libres de impurezas. Las semillas obtenidas se esterilizaron en una
solucién de hipoclorito de sodio al 5% por 10 minutos y luego se enjuagaron con
abundante agua destilada para retirar el material desinfectante. Finalmente se procedio a
su secado colocandolas sobre papel absorbente a temperatura ambiente por 48 horas,
para luego ser almacenadas a 5°C en frascos esterilizados hasta el comienzo del

experimento.

2.2.2. Condiciones generales y test de germinacion
Todos los tratamientos contaron con 3 repeticiones de 30 semillas cada una. Al inicio
del experimento las semillas se contaron manualmente y fueron dispuestas en placas de
Petri de 9 cm de didmetro con dos discos de filtro Whatman No. 3 y 5 ml de agua
destilada. Las placas se envolvieron en papel film para evitar la pérdida de humedad y
en bolsas negras para evitar la exposicion a la luz. Durante el periodo de incubacion las
semillas germinadas se contaron y retiraron diariamente, el criterio para contar una

semilla como germinada fue cuando la radicula alcanzaba 1 mm de longitud.

2.2.3. Tratamientos
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Las semillas fueron estratificadas a 2°C, 5°C y 8°C durante 7, 11, 14, 18, 21 y 25 dias;
posteriormente fueron expuestas a 0, 3, 6 y 10 ciclos de temperaturas alternadas
(20/30°C, 12 horas cada una), luego de cada exposicion se continud con la incubacion a
25°C constantes. El tratamiento de 0 ciclos corresponde a semillas incubadas a 25°C

constantes durante 15 dias.

2.2.4. Analisis estadisticos
Para las figuras, analisis, desarrollo y validacion del modelo se utilizo GraphPad Prism

4.0 (Motulsky, 2003).

2.2.5. Desarrollo del modelo
Para lograr el desarrollo del modelo el objetivo fue establecer relaciones funcionales
entre la sensibilidad de la poblacion de semillas al estimulo de los diferentes ciclos de
temperaturas alternadas y salida de la dormicion, debido a la estratificacion a diferentes
temperaturas. Batlla y Benech-Arold (2003) desarrollaron un modelo para semillas de
Polygonum aviculare que permite predecir la fraccion de la poblacion de semillas que
germinard a temperaturas de incubacion constantes. Para cuantificar el efecto de los
tiempos y temperaturas de estratificacion variables sobre el estado de dormicion de la
poblacion de semillas, los autores relacionaron los cambios en el nivel de dormicion con
la acumulacion de unidades de tiempo térmico por debajo de una temperatura umbral

para que ocurra la salida de la dormicion, utilizando la siguiente ecuacion:

S«(°Cd) = Dias(d) * (Tu(°C) - Te(°C)) Ecuacion (2.1)
Donde:
Si es el tiempo térmico de estratificacion, Ty es la temperatura base de estratificacion,
Te es la temperatura de estratificacion y Dias es la cantidad de dias de estratificacion.
En el presente modelo se utilizoé el mismo indice (Si) para cuantificar los efectos de la
temperatura de estratificacion sobre los cambios en la sensibilidad de la poblacion de
semillas a los diferentes ciclos de temperaturas alternadas.
Para estimar la temperatura base de estratificacion para las semillas de A. deliciosa se
probaron diferentes “temperaturas base” hasta que se encontrd el mejor ajuste para los
tratamientos evaluados, realizando una prueba de menor variabilidad (Arnold, 1959).
De esta manera se analizaron los datos independizandolos de la temperatura y tiempo de

estratificacion y se obtuvieron las curvas de germinacion correspondientes a cada suma
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de tiempo térmico en funcion de los distintos ciclos de temperaturas alternadas
analizados, de acuerdo al trabajo realizado por Batlla et al. (2003).

Las respuestas de germinacion a los diferentes ciclos de temperaturas alternadas de
semillas que fueron estratificadas durante un nimero diferente de dias a las tres
temperaturas de estratificacion mencionadas anteriormente ajustaron adecuadamente a

la siguiente ecuacion:

G, =Cx*(1—exp(—K *N)) + G, Ecuacion (2.2)

Donde:

Gn es el porcentaje de germinacion obtenido con N ciclos de temperaturas alternadas
(20/30°C), C es la diferencia entre el porcentaje de germinacion obtenido con 0 ciclos
(incubacion a 25°C constantes) y N ciclos, K es el efecto del nimero de ciclos (N) en el
porcentaje de germinacion dado por la pendiente de la curva de dosis — respuesta, N es
el numero de ciclos de temperaturas alternadas y Go es el porcentaje de germinacion
obtenido con 0 ciclos de temperaturas alternadas.

Para desarrollar el modelo, se ajustaron y agruparon las funciones que describen la
respuesta de la germinacion de las semillas a los diferentes ciclos de temperaturas
alternadas. Los datos de germinacion, obtenidos en respuesta a los diferentes ciclos de
temperaturas alternadas para semillas que acumularon diferentes valores de Sy bajo las
tres temperaturas de estratificacion, se promediaron y ajustaron usando una sola
funcion. Esto derivé en una familia de curvas de respuesta, cada una determinada para

diferentes valores de Sy acumulados durante los diferentes tiempos de estratificacion.

2.2.6. Evaluaciéon del modelo
Para evaluar el comportamiento del modelo con datos independientes se estratificaron
cuatro repeticiones con 30 semillas cada una en placas Petri de 9 cm de diametro,
conteniendo dos discos de filtro Whatman No. 3 y 5 ml de agua destilada a 2°C, 5°C y
8°C por 0, 14 y 25 dias. Posteriormente las semillas fueron expuestas a 0 y 10 ciclos de
temperaturas alternadas (20/30°C, 12 horas cada una). Después de la exposicion a 10
ciclos, las semillas se incubaron a 25°C constantes durante otros 15 dias. El tratamiento
de 0 ciclos correspondi6 a semillas incubadas a 25°C constantes durante 15 dias
inmediatamente después del final de la estratificacion. Las semillas germinadas se
contaron y registraron al final del periodo de incubacién a temperatura constante, y los

resultados se compararon con los datos arrojados por el modelo.
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2.3. Resultados

2.3.1. Efecto de la temperatura de estratificacion sobre los cambios en la

respuesta de germinacién a los diferentes ciclos de temperaturas
alternadas

Las semillas sin estratificacion no germinaron cuando se colocaron en condiciones
favorables para la germinacion a temperaturas de incubacion constantes (25°C) o
alternadas (20/30°C). Sin embargo, la prueba de tetrazolio mostré que estas semillas
eran viables (datos no mostrados). Esto confirmé que la inhibicion de la germinacion
estaba dada por la dormicion primaria que tenian al ser extraidas de los frutos.
La respuesta de germinacion a los diferentes ciclos de temperaturas alternadas
(20/30°C) vari6 con el tiempo de estratificacion independientemente de la temperatura
de estratificacion (Fig. 2.1, 2.2 y 2.3) a excepcion de aquellas semillas que fueron
estratificadas menos de 11 dias, las mismas mostraron porcentajes de germinacion muy
bajos (0 - 6%) (Fig. 2.1, a; 2.2, ay 2.3, a).
Cuando las semillas se estratificaron a 2°C, se observd una respuesta positiva a los
ciclos de temperaturas alternadas en semillas estratificadas durante 11 dias, alcanzando
el 60% de germinacion con 10 ciclos (Fig. 2.1, b). La sensibilidad a las temperaturas
alternadas aumento progresivamente para las semillas estratificadas durante 14 y 18 dias
(Fig. 2.1, ¢ y d), las semillas estratificadas durante 18 dias alcanzaron el 98% de
germinacion en respuesta a 10 ciclos de temperaturas alternadas. A medida que aumento
el tiempo de estratificacion se increment6 la proporcion de semillas que germinaron con
temperaturas constantes alcanzando el maximo de 52% con el tiempo de estratificacion
maximo (Fig. 2.1, f); ademas se requirié una disminucioén progresiva en el numero de
ciclos a temperaturas alternadas para saturar la respuesta (Fig. 2.1; d, e y f); de hecho,
solo se requirieron 3 ciclos de temperaturas alternadas para alcanzar la maxima
germinacion después de 18 dias de estratificacion.
Cuando las semillas se estratificaron a 5°C (Fig. 2.2), las mismas respondieron de
manera similar a las semillas estratificadas a 2°C, pero con una tasa de cambio mas
lenta en respuesta al estimulo de las temperaturas alternadas. Cuando las semillas se
estratificaron durante 11 dias, solo el 30% de las semillas germinaron con 10 ciclos de
temperaturas alternadas (Fig. 2.2, b). A medida que avanzo6 el tiempo de estratificacion,
se observo una disminucion progresiva en el nimero de ciclos requeridos para saturar la

respuesta de germinacion a los ciclos de temperaturas alternadas (Fig. 2.2, ¢ - f) y la
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proporciéon de semillas que germinaron incubadas a 25°C constantes aument6 (Fig. 2.2,
f).

A la temperatura de estratificacion mas alta (8§°C) las semillas mostraron porcentajes de
germinacion muy bajos después de 11 y 14 dias de estratificacion, incluso después de
percibir el nimero maximo de ciclos de temperaturas alternadas (Fig. 2.3, b y ¢). Sélo
después de los 18, 21 y 25 dias de estratificacion se obtuvo cierta germinacion después
de la incubacién a temperaturas alternadas, aunque fue menor que la observada con las
temperaturas de estratificacion mas bajas. La germinacion maxima fue del 50% con 10
ciclos de temperaturas alternadas y estratificacion de 25 dias (Fig. 2.3, f). También se
observo una disminucion progresiva en el nimero de ciclos de temperaturas alternadas
requeridos para saturar la respuesta de germinacion. Sin embargo, fue mayor que el
numero de ciclos requeridos para saturar la respuesta con respecto a la estratificacion a
temperaturas mas bajas (es decir, 6 ciclos después de la estratificacion a 8°C versus 3

ciclos después de la estratificacion a 2°C y 5°C).
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Figura 2.1 Porcentaje de germinacion para semillas de A. deliciosa estratificadas a 2°C, durante
diferentes periodos de tiempo (A) 7 d; (B) 11 d; (C) 14 d; (D) 18 d; (E) 21 d; (F) 25 d., en funcion de
diferentes ciclos de temperaturas alternadas 20/30°C (0, 3, 6 y 10), e incubadasl5 dias a temperaturas
constantes de 25°C. Las curvas responden a la ecuacion antes descripta G, = C * (1 — exp(—K * N)) +
Gy. Las barras representan el error estandar.
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Figura 2.2 Porcentaje de germinacion para semillas de A. deliciosa estratificadas a 5°C, durante
diferentes periodos de tiempo (A) 7 d; (B) 11 d; (C) 14 d; (D) 18 d; (E) 21 d; (F) 25 d., en funcion de
diferentes ciclos de temperaturas alternadas 20/30°C (0, 3, 6 y 10), e incubadasl5 dias a temperaturas
constantes de 25°C. Las curvas responden a la ecuacion antes descripta G, = C * (1 —exp(—K * N)) +
Gy. Las barras representan el error estandar.
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Figura 2.3 Porcentaje de germinacion para semillas de A. deliciosa estratificadas a 8°C, durante
diferentes periodos de tiempo (A) 7 d; (B) 11 d; (C) 14 d; (D) 18 d; (E) 21 d; (F) 25 d., en funcion de
diferentes ciclos de temperaturas alternadas 20/30°C (0, 3, 6 y 10), e incubadasl5 dias a temperaturas
constantes de 25°C. Las curvas responden a la ecuacion antes descripta G, = C * (1 — exp(—K * N)) +
Gy. Las barras representan el error estandar.
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2.3.2. Estimacion de la temperatura base de estratificacion de las semillas
de A. deliciosa

Para estimar la temperatura base de estratificacion, se ajustaron las curvas de respuesta
de germinacion de las semillas de A. deliciosa a la acumulacion de unidades de tiempo
térmico de estratificacion (Si) y se probaron diferentes temperaturas base hasta
encontrar el mejor ajuste para los cuatro ciclos de temperaturas alternadas evaluados (0,
3, 6 y 10), realizando una prueba de menor variabilidad (Arnold, 1959). Se estim6 que
la temperatura base de estratificacion de las semillas de A. deliciosa era de 14°C (Fig.
2.4).
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Figura 2.4 Curvas de respuesta de germinacion de semillas de A. deliciosa en funcion del tiempo térmico
de estratificacion (Sy, °Cd) determinadas para diferentes ciclos de temperaturas alternadas de
incubacion (0, 3, 6 y 10). Los datos utilizados para el ajuste de la curva correspondieron a porcentajes
de germinacion de semillas incubadas después de diferentes dias de estratificacion bajo 2, 5 y 8°C. Las
curvas ajustan a la ecuacion antes descripta G, = C * (1 — exp(—=K * N)) + G,. La tabla de la esquina
superior izquierda muestra el R cuadrado de cada curva.
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2.3.3. Desarrollo del modelo
Para el desarrollo del modelo se utilizd como punto de partida el modelo desarrollado
por Batlla et al. (2003), para dar cuenta de los cambios progresivos observados en la
fraccion de la poblacion de semillas que germinara en respuesta a los diferentes ciclos
de temperaturas alternadas (20/30°C), en funcion de la acumulacion de unidades de
tiempo térmico de estratificacion (S).
Las curvas de respuesta se obtuvieron ajustando la respuesta de germinacion para los
diferentes ciclos de temperaturas alternadas evaluados (0, 3, 6 y 10) a la funcion
exponencial anteriormente mencionada (ecuacion 2.2). Se determinaron las curvas de
respuesta para 74, 104, 126, 141, 165, 210, 252 y 300°Cd (Fig. 2.5).
Los datos utilizados para construir las curvas de respuesta, correspondientes a cada
valor de Sy, se describen en la Tabla 2.1. La construccion de las curvas de respuesta
sobre una escala de tiempo térmico fue posible porque las semillas que acumularon
similar tiempo térmico de estratificacion alcanzaron porcentajes de germinacion
similares en respuesta a los diferentes ciclos de temperaturas alternadas evaluados. Esto
se indica claramente por el hecho de que las funciones ajustadas para diferentes valores
de Si generalmente mostraron valores altos de R? (Tabla 2.1).
Para predecir los cambios en la respuesta de germinacion a los ciclos de temperaturas
alternadas (20/30°C) en relacion al nivel de estado de dormicion de la poblacion de
semillas, se relacionaron los parametros C y K de cada curva obtenida con la

acumulacion de tiempo térmico de estratificacion (Fig. 2.6).

Los cambios en C fueron descritos por las siguientes funciones bilineales:
C =-0,0335 +0,0038 * St (°Cd) (Si S« <234,1) Ecuacion (2.3)
C=2,3314-0,0063 * Syt (°Cd) (Si Sw > 234,1) Ecuacion (2.4)

mientras que los cambios en K fueron descritos por las siguientes funciones bilineales:
K =-0,022 40,0032 * Sy (°Cd) (Si Sit < 165) Ecuacion (2.5)
K =0,4288 — 0,0004 * Sy (°Cd) (Si St > 165) Ecuacion (2.6)

Usando la ecuacion (2.2), la relacion obtenida entre C y K, y el Sy, se pudo estimar la
respuesta de germinacion a un nimero determinado de ciclos de temperaturas alternadas

de 20/30°C en relacion a la acumulacion de S« durante la estratificacion de la semilla.



33

100 -
-
4
- —— 300
) —— 252
N !
C el | —— 210
O
8 ¥ - 165
C
> 40 —— 141
= ]
b T
4] —— 126
O
20 —-— 104
3 —% —— 74
¥
0 T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Numero de ciclos de 20/30°C

Figura 2.5 Curvas de respuesta de germinacion de semillas de A. deliciosa a los ciclos de temperaturas
alternadas (20/30°C) determinadas para diferentes valores de tiempo térmico de estratificacion (Stt, °
Cd). Los datos utilizados para el ajuste de la curva correspondieron a porcentajes de germinacion de
semillas incubadas después de diferentes dias de estratificacion bajo 2°C, 5°C y 8°C que habian
acumulado valores similares de Sy Las curvas se ajustaron con la ecuacion: G, = C* (1—
exp(—K * N)) + Gy. Las barras verticales indican el error estandar.
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Tabla 2.1 Datos utilizados para los grupos de curvas de respuesta de A. deliciosa para los diferentes ciclos de
temperaturas alternadas (20/30°C) determinadas para diferentes valores de tiempo térmico de estratificacion, Stt (°

Cd).
Datos utilizados para la determinacion de grupos de curvas de
respuesta
Curva de
respuesta, Sy Temperatura de Dias de
(°Cd) estratificacion (°C) estratificacion Si (°Cd) R?
74 5 7 63 0.2557
8 11 66
2 7 84
8 14 84
104 5 11 99 0.7248
8 18 108
126 5 14 126 0.8749
8 21 126
141 2 11 132 0.8911
8 25 150
165 5 18 162 0.7727
2 14 168
210 5 21 189 0.8941
2 18 216
5 25 225
252 2 21 252 0.9875
300 2 25 300 0.8697
K C
0.8 1.04
: 0.8 )
0.64 * o
0.64 e
¥ g 4 .
= 0.41
*
0.29 0.2
*
0.0 ~ - - . 0.0 ~ - - ~
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S, (*Ca) $: Ca)

Figura 2.6 Dindmica de los coeficientes C y K en funcion del tiempo térmico de estratificacion (Sy). Los
valores de C y K corresponden a los obtenidos en las curvas de respuesta a la germinacion, G, = C *
(1 — exp(—K % N)) + G,, de semillas de A. deliciosa con diferentes ciclos de temperaturas alternadas
(0, 3, 6 y 10), determinado para diferentes valores de Sy. Las lineas continuas corresponden a las
funciones bilineales: C = -0,0335 + 0,0038 * Sy (°Cd) (si Su <234,1); C = 2,3314 - 0,0063 * S, (°Cd) (si
Si> 234,1); K =-0,022 + 0,0032 * Sy (°Cd) (si Su < 165); K = 0,4288 - 0,0004 * S;: (°Cd) (si Si> 165).
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2.3.4. Evaluacion de la coherencia interna del modelo
Con el objetivo de determinar si el modelo desarrollado tenia una coherencia interna
aceptable, todos los datos observados de respuesta de germinacion fueron comparados
con los datos arrojados por el modelo para las mismas condiciones. Se observo una alta

coherencia interna representada por un R? de 0,90 (Fig. 2.7).
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Figura 2.7 Relacion entre los porcentajes de germinacion observados y el porcentaje de germinacion
calculado mediante las ecuaciones (2.1-2.6), en respuesta a 10 ciclos de temperaturas alternadas. La
linea continua representa una relacion 1:1.
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2.3.5. Evaluacion del modelo con datos independientes
Para evaluar la performance del modelo los datos obtenidos con el mismo fueron
comparados con datos independientes observados en otro experimento. Semillas
estratificadas a 2°C, 5°C y 8°C durante 0, 14 y 28 dias acumularon diferentes tiempos
térmicos de estratificacion: 0 (tres veces), 84, 126, 150, 168, 225 y 300 °Cd. La
validacion se llevo a cabo con datos de germinacion obtenidos con semillas expuestas a
0 y 10 ciclos de temperaturas alternadas (20/30°C); por lo tanto, la evaluacion del
modelo se hizo con 18 puntos experimentales. El modelo presenté una performance
muy razonable en su capacidad para predecir los cambios en los porcentajes de
germinacion en funcion del tiempo térmico de estratificacion acumulado y los ciclos de

temperaturas alternadas al que las semillas fueron expuestas (Fig. 2.8).
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Figura 2.8 Curvas de respuesta de germinacion de semillas de A. deliciosa en funcion del tiempo térmico
de estratificacion (Sy, °Cd) determinadas para diferentes ciclos de temperaturas alternadas de
incubacion (0 y 10 dias). Los datos utilizados para las curvas corresponden a valores predichos
calculados con el modelo (simbolos abiertos), los simbolos cerrados corresponden a porcentajes de
germinacion de semillas incubadas durante 0, 14 y 25 dias de estratificacion bajo 2°C, 5°C y 8°C. Las
barras verticales indican el desvio estandar.
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2.4. Discusion

Las semillas de kiwi sin estratificacion no germinaron cuando se colocaron en
condiciones favorables para la germinacion a cualquiera de las temperaturas probadas.
Estos resultados concuerdan con los obtenidos para la misma especie en estudios
anteriores (Lawes & Anderson, 1980; Chin et al., 1992; Celik et al., 2006; Windauer et
al., 2016; Gonzalez-Puelles et al., 2018). La ausencia de germinacién puede atribuirse a
la dormicion primaria de la semilla establecida durante la maduracion en la planta
madre (Windauer et al., 2016) como ocurre en muchas otras especies (Hilhorst, 1995;
Kucera et al., 2005; Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006). Estudios previos en
semillas de kiwi informaron sobre el requisito de estratificacion y temperaturas
alternadas para alcanzar porcentajes de germinacion elevados (Lawes & Anderson,
1980; Windauer et al., 2016). Los resultados confirman que durante la estratificacion a 2
0 5°C, las semillas ganaron gradualmente la capacidad de germinar en altos porcentajes,
pero solo si estas semillas se incuban bajo temperaturas alternadas. Kim et al. (1987)
indicaron que la temperatura 6ptima de incubacion para 4. arguta y A. kolomikta fue de
20°C y 25°C para A. polygama, lo que indica que las diferentes especies del género
podrian presentan diferentes requisitos para la germinacion.

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo, surgen alternativas para lograr una
germinacion alta y homogénea en semillas de kiwi una vez extraidas de la planta madre.
El objetivo fue establecer relaciones funcionales entre los cambios en la sensibilidad de
la poblacion de semillas de kiwi a los estimulos de ciclos de temperaturas alternadas y
la salida de la dormicion a través del almacenamiento a bajas temperaturas y alta
humedad (i.e. estratificacion). Con este objetivo, un modelo matematico desarrollado
por Batlla et al. (2003) fue utilizado como base para predecir cambios en la fraccion de
la poblacion de semillas que germinarian en funcién del numero de ciclos de
temperaturas alternadas a medida que acumulan tiempo térmico de estratificacion (Si).
Este modelo adaptado constituye una herramienta importante para el disefio de
procedimientos y técnicas de puesta en germinacion para acelerar y economizar la
produccion de plantulas y plantas en vivero.

Los cambios en la sensibilidad a los ciclos de temperaturas alternadas durante la
estratificacion de las semillas se caracterizaron por una disminucion en el nimero de
ciclos requeridos para saturar la respuesta de germinacion, y por una pérdida progresiva
del requerimiento de temperaturas alternadas para la ruptura de la dormicion en

fracciones crecientes de la poblacion de semillas. La tasa de estos cambios dependio6 de
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la temperatura a la que se almacenaron las semillas para la estratificacion: las
temperaturas de estratificacion bajas produjeron tasas de cambio mas altas que las
temperaturas de estratificacion altas (Fig. 2.1, 2.2 y 2.3). Resultados similares a lo
encontrado por Batlla et al. (2003) para P. aviculare.

El uso del Sy para cuantificar el efecto de la temperatura de estratificacion sobre los
cambios en la sensibilidad de las semillas a los diferentes ciclos de temperaturas
alternadas evaluados en este capitulo fue posible, porque las semillas estratificadas a
diferentes temperaturas que habian acumulado similar S¢ mostraron curvas de respuesta
similares (Tabla 2.1; Fig. 2.5). Este modelo dio una buena descripcion de los cambios
en términos de requisitos de temperaturas alternadas para la terminacion de la dormicion
como una funcion de la acumulacion de tiempo térmico de estratificacion. Sin embargo,
cuando se evalu6 la coherencia interna, el modelo sobrestimoé los datos obtenidos en las
fases iniciales de la pérdida de dormicion (cuando la germinacion era inferior al 20%)
(Fig. 2.7), siendo que en esta fase la germinacion es pobre y erratica. El proceso de
modelado relaciona cambios en dos pardmetros (C y K), lo que permite la construccion
de curvas de respuesta a un nimero creciente de ciclos de temperaturas alternadas, con
la acumulaciéon de unidades de tiempo térmico de estratificacion (Sy) bajo una
temperatura umbral para que se produzca la salida de la dormicion (Fig. 2.6). La
temperatura base para la salida de la dormicion se estim6 en 14°C (Fig. 2.4). Batlla y
Benech-Arnold (2003) calcularon una temperatura base de 17°C para P. aviculare. Estas
diferencias de temperatura base (entre otras razones) podrian atribuirse al diferente
origen geografico de estas especies y, posiblemente, al incipiente proceso de
domesticacion al que se ha sometido 4. deliciosa, a diferencia de P. aviculare que es
considerada como una especie maleza “rustica”.

Los resultados también mostraron que la acumulacion de S¢ mas alto (300°Cd, esto
corresponde a semillas estratificadas a 2°C durante 25 dias), no fue suficiente para
producir una pérdida completa del requerimiento de temperaturas alternadas para la
terminacion de la dormicion (Fig. 2.1, f). Sin embargo, resultados obtenidos en otros
trabajos mostraron que, con periodos de estratificacion mayores a 25 dias, la
germinacion disminuye, probablemente debido a la induccidén en dormicion secundaria
(Rodriguez, 2014). Por lo tanto, en kiwi, podriamos decir que el requisito de
temperaturas alternadas para lograr una germinacion alta y homogénea no se cancela
incluso después de someter las semillas al tratamiento mas eficaz para aliviar la

dormicion.
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La adaptacion del modelo desarrollado para semillas de P. aviculare a semillas de kiwi
esta dirigido a hacer mas eficiente la produccion de plantulas de kiwi en vivero.
Mediante un simple céalculo se pueden obtener los ciclos de temperaturas alternadas
necesarios para alcanzar la maxima germinacion a partir de la acumulacion de unidades
de tiempo térmico de estratificacion. Esto evitard pérdidas de tiempo innecesarias
derivadas de ignorar la relacion cuantitativa entre la temperatura de estratificacion, el
tiempo de estratificacion y la cantidad de ciclos de temperaturas alternadas. La
estratificacion es una practica comin en horticultura, silvicultura y fruticultura, y varios
autores reportaron diferentes combinaciones de tiempos y temperaturas de
estratificacion con resultados variables para diferentes especies de interés (Lawes &
Anderson, 1980; Mattiuz et al., 1996; Celik et al., 2006; Gonzalez -Puelles et al., 2018).
El concepto de “tiempo térmico de estratificacion” aplicado al proceso de salida de la
dormicién, elimina la incertidumbre de “cudl es la mejor combinacion” de temperatura
y tiempo de estratificacion y por lo tanto permite disefiar el mejor sistema de trabajo en
condiciones de vivero para obtener altos porcentajes de germinacion en el menor tiempo
posible.

El modelo dio una buena descripcion de los porcentajes de germinacion de semillas
expuestas a 0 y 10 ciclos de temperaturas alternadas en funcion del tiempo térmico de
estratificacion acumulado. Los datos observados coincidieron con las predicciones del
modelo y solo se detectd una ligera sobreestimacion (s6lo cuando el tiempo térmico fue
inferior a 150°Cd con 10 ciclos de temperaturas alternadas).

El modelo desarrollado en este capitulo podria hacer mas eficiente y rapido el manejo
para la produccion de portainjertos en el vivero, y en consecuencia de plantas injertadas
con la variedad. Como ejemplo, las semillas se pueden estratificar facilmente en un
refrigerador (i.e. 5°C) con un sustrato inerte durante 25 dias y, de acuerdo con la
ecuacion (2.1), se calcula un tiempo térmico de estratificacion de 225°Cd, con las
ecuaciones restantes. (2.2-6) se determina que solo se necesitan 6 ciclos de temperaturas
alternadas para lograr aproximadamente el 90% de germinacion. Esta herramienta se
puede utilizar tanto para viveros que cuenten con equipos de incubacion de temperaturas
alternadas o no, ya que también es posible saber cuanto tiempo antes hay que poner a
estratificar las semillas antes de la llegada de la primavera, para luego utilizar la
temperatura ambiente en el periodo en el que se alcanza suficiente alternancia de

temperatura entre dia y noche para la ruptura de la dormicion.
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CAPITULO 3

Factores endogenos involucrados en la dormicion: el papel

del acido abscisico y de las giberelinas.
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CAPITULO 3
3. Factores endogenos involucrados en la dormicion: el papel del acido abscisico y de

las giberelinas.

Resumen

La produccion de plantulas de kiwi (Actinidia deliciosa (A. Chev.) C.F. Liang & A.R.
Ferguson) en el vivero se ve dificultada por la baja germinacion de las semillas debido a
la presencia de dormicion primaria. La dormicion de las semillas de kiwi es del tipo
fisiolégica y estda regulada por numerosos factores enddgenos principalmente
hormonales. Las hormonas involucradas son el 4cido abscisico y las giberelinas
(imponiendo el estado de dormicion y estimulando la germinacion, respectivamente).
Los objetivos del presente capitulo fueron evaluar el efecto promotor de las giberelinas
en semillas con diferente nivel de dormicion a diferentes temperaturas de incubacion vy,
evaluar el efecto inhibidor del acido abscisico y la sensibilidad de las semillas al mismo,
en semillas con diferente nivel de dormicion, distintas temperaturas de incubacion, en
semillas enteras y en semillas sin cubiertas. Otro de los objetivos fue determinar el
contenido de 4cido abscisico enddgeno en semillas con diferente nivel de dormicion e
incubadas bajo temperatura constante y alternadas. Los resultaron mostraron que la
aplicacion de giberelinas exdgenas disminuy6 el nivel de dormiciéon. Ademas, se
observo que el nivel de acido abscisico endégeno en semillas con distinto nivel de
dormicion no fue significativamente diferente; y que la aplicacion de acido abscisico
exogeno impone dormicion, con cambios en la sensibilidad al mismo en semillas con

distinto nivel de dormicion.
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3.1. Introduccién

Es conocido que la dormicion fisiologica esta sujeta a control hormonal. Hormonas
como las giberelinas (GAs) y el acido abscisico (ABA) estan involucradas (Ali-Rachedi
et al., 2004; Jacobsen et al., 2002; Kucera et al., 2005) y no sdélo a través de cambios en
sus niveles endogenos, sino también a través de cambios en la sensibilidad al efecto de
estos reguladores (Derkx & Karssen, 1993). Hay evidencia considerable de que el acido
abscisico (ABA) esta involucrado en el establecimiento y mantenimiento de la
dormicion, determinando también la profundidad de la misma durante el desarrollo de
las semillas (Bewley, 1997; Debeaujon & Koorneef, 2000; Grappin et al., 2000; Liu et
al., 2010; Yoshioka et al., 1998). El acido abscisico es un regulador positivo tanto en la
induccion de la dormicion durante la maduracion de las semillas como en el
mantenimiento de la dormicidén en semillas embebidas (Himmelbach et al., 2003;
Bewley, 1997; Finkelstein et al., 2002). Durante el desarrollo de las semillas la
acumulacion de ABA es baja durante los estadios tempranos, aumenta durante el
desarrollo y alcanza un maximo alrededor de madurez fisiologica, para luego caer, a
veces hasta niveles indetectables (Bewley, 1997; Bewley & Black, 1994; Kermode,
2005). La salida de la dormicion de las semillas se asocia con una reduccion en el
contenido de ABA (Millar et al., 2006), y/o la reduccion de la sensibilidad del embrién
al ABA (Bewley et al, 2013; Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006). La
concentraciéon de ABA en las semillas suele aumentar por sintesis de novo cuando las
mismas son embebidas (Ali-Rachedi et al., 2004); sin embargo, esta capacidad se pierde
(va sea porque disminuye la capacidad de sintesis o porque aumenta la capacidad de
catabolismo) en semillas que han salido de la dormicion por almacenamiento en seco o
por estratificacion, dependiendo de la especie de que se trate (Bewley & Black, 1994).
Entonces, el metabolismo del ABA estéd regulado a través de un balance entre su sintesis
y catabolismo, siendo sintetizado indirectamente a partir de precursores de carotenoides
(Nambara & Marion-Poll, 2003) e interviniendo en su catabolismo la enzima ABA 8'-
hidroxilasa (Cutler et al., 2000). La sefializacion del ABA, en cambio, es mucho mas
compleja que su metabolismo y sus componentes no se han identificado en su totalidad
(Finkelstein et al., 2008). Estudios recientes en Arabidopsis mostraron que existe un
patron diferencial de transcripcion entre semillas con un alto y bajo nivel de dormicion
y que los eventos fisiologicos y moleculares asociados a los cambios en el nivel de
dormicion estan principalmente correlacionados con la temperatura del suelo y la

concentracion y sensibilidad al ABA (Footitt et al., 2013, 2014; Footitt et al., 2011).
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En cuanto a la accion de las giberelinas (GAs) hay evidencias de que cumplen un papel
antagoénico al del ABA, actuando como promotores de la germinacion; sus niveles
endogenos suelen aumentar en semillas en las que el nivel de dormicion disminuye
(Bewley, 1997; Bewley & Black, 1994). También hay evidencia de modificaciones en
la sensibilidad del embrion al efecto promotor de la germinacion que producen las GAs
al cabo de algunas semanas de estratificacion, como también de cambios en la
capacidad de sintetizar GAs de novo durante la incubacion a temperaturas que permiten
la germinacion como resultado del proceso de estratificacion (Benech-Arnold, 2007).
Hasta el momento los mecanismos moleculares involucrados en los niveles y
sefializacion de las giberelinas son parcialmente conocidos. En Actinidia deliciosa se
encontrd que las GAs incrementan el porcentaje de germinacion de las semillas; sin
embargo, los resultados no coinciden en cuanto a la relacion entre la concentracion de
las mismas y el aumento de la germinacion (Celik et al., 2006; Lawes & Anderson,
1980; Mattiuz et al., 1996). La exposicion a GAs disminuye el tiempo de estratificacion
necesario para la germinacion (Lawes & Anderson, 1980; Mattiuz et al., 1996) y podria
en altas concentraciones lograr porcentajes de germinacion elevados aun a temperaturas
de incubacion constantes (Celik et al., 2006).

Ademas de lo expuesto, se observd que el balance entre ABA y GAs durante etapas
tempranas del desarrollo es determinante en la duracion de la dormicién. Otros
resultados demostraron que ambas hormonas actian al mismo tiempo e incluso que el
mantenimiento de la dormicion requiere de una alta relacion ABA/GAs, mientras que la
terminacion de la dormicion requiere un incremento de la concentracion de GAs y/o una
disminucion del ABA (Steinbach et al., 1997).

Cabe destacar que la participacion de las hormonas mencionadas ha sido documentada
solo para algunas especies fruticolas de interés del género Prunus y Malus (Blake et al.,
2000; Lewak, 2011). Si bien se ha avanzado mucho en el conocimiento de los cambios
fisioldgicos que ocurren durante la estratificacion y los que ocurren en otros procesos de
post-maduracion, todavia es mucho lo que falta por conocer en especies frutales

perennes.
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Los objetivos del presente capitulo fueron:

1.

Evaluar el efecto promotor de las giberelinas mediante la aplicacion de diferentes
concentraciones de giberelinas exdgenas a semillas con diferente nivel de dormicion
e incubadas a temperaturas constante (25°C) y alternadas (20/30°C).

Evaluar el efecto inhibidor del acido abscisico y la sensibilidad de las semillas al
mismo mediante la aplicacion de diferentes concentraciones de ABA exodgeno en
semillas con distinto nivel de dormicion, incubadas a temperaturas constante y
alternadas en semillas con y sin cubiertas.

Evaluar el contenido de acido abscisico endégeno en semillas, y su relacion con
diferentes niveles de dormicion y diferentes temperaturas de incubacion (constante y

alternadas).
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3.2. Materiales y métodos

3.2.1. Condiciones generales
Todos los tratamientos de los tres experimentos del presente capitulo contaron con 3
repeticiones de 30 semillas cada una. Al inicio del experimento las semillas se contaron
manualmente y fueron dispuestas en placas de Petri de 9 cm de didametro con dos discos
de filtro Whatman No. 3 y 5 ml de agua destilada. Las placas eran envueltas en papel
film para evitar la pérdida de humedad y en bolsas negras para evitar la exposicion a la
luz, la temperatura de estratificacion de todos los experimentos fue de 5°C. Se detallara

posteriormente en “tratamientos” las particularidades de cada experimento.

3.2.2. Test de germinacion
Durante los periodos de incubacion las semillas germinadas se contaron y retiraron
diariamente, el criterio para contar una semilla como germinada era cuando la radicula
alcanzaba 1 mm de longitud. Se detallara posteriormente en “tratamientos” las

particularidades de cada experimento.
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3.2.3. Tratamientos

3.2.3.1. Determinacion de la respuesta a giberelinas exégenas
Para determinar el efecto de giberelinas exdgenas sobre la germinacion, semillas
estratificadas durante 0, 14 y 28 dias, fueron incubadas a temperatura constante (25°C) y
temperaturas alternadas (20/30°C), en agua destilada (tratamiento control) y soluciones
de acido giberélico (GA3, PhytoTechnology Laboratories) en concentraciones de 10, 50,

100, 500 y 1000 mg/1.

3.2.3.2. Determinacion del 4cido abscisico endégeno

Para la determinacion del contenido de acido abscisico endogeno semillas estratificadas
durante 0 y 28 dias con el fin de tener respuestas vinculadas a alto y bajo nivel de
dormicion (respectivamente), se incubaron a temperatura constante (25°C) y a
temperaturas alternadas (20/30°C). Para la determinacion del contenido de ABA, se
tomaron muestras de semillas de cada tratamiento en diferentes tiempos durante la
incubacion: 0 (sin incubar), 24, 120 y 168 horas antes de la germinacion de la primera
semilla, estas muestras fueron congeladas en nitrégeno liquido, y almacenadas a -80°C
hasta ser liofilizadas. Luego cada muestra liofilizada fue molida en un mortero, pesada y
almacenada a -20°C hasta realizarse la determinacion del contenido de ABA.

Para la determinacion de ABA enddgeno, a cada muestra se le agregd agua destilada
(100:1 v/p) y se la dejo durante toda la noche sobre un agitador a 4°C. Después cada
muestra se centrifugd a 10.000 rpm durante 4 min y se analizaron 50 pl del
sobrenadante por muestra in duplo con un radioimunoensayo como se describe en
Steinbach et al. (1995) usando un anticuerpo mono-clonal AFR MAC 252 (Quarrie et
al., 1988), y ABA tritiado (Amersham Biosciences, Reino Unido).

Paralelamente, en semillas estratificadas durante 0 y 28 dias e¢ incubadas a temperatura
constante (25°C) y temperaturas alternadas (20/30°C), se hicieron las pruebas de
germinacion correspondientes para obtener los porcentajes de germinacion vinculados a

cada contenido enddgeno de ABA.
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3.2.3.3. Determinacién de la respuesta al acido abscisico exégeno en

semillas con y sin cubiertas.

Semillas estratificadas durante 0, 14 y 28 dias fueron incubabas a temperatura constante
(25°C) y temperaturas alternadas (20/30°C) en agua destilada (solucion control) y con
distintas dosis de soluciones de ABA (Sigma-Aldrich, Estados Unidos): 2,5; 5; 7,5; 10;
12,5; 25; 50 y 100 uM. Estos tratamientos se realizaron tanto en semillas enteras como
en semillas a las que se le sacaron las cubiertas antes de la incubacion. Para la remocion
de las cubiertas de las semillas se utilizo una Lupa binocular Marca Nikon (Nikon SMZ
10; Nikon, Tokio, Japén). Las cubiertas se removieron mediante pinza y bisturi y las

semillas cuya integridad se veia afectada eran descartadas.

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



48

3.3. Resultados
3.3.1. Efecto de las giberelinas (GA3)

Efecto de los tiempos de estratificacion

Los resultados mostraron que ante el agregado de diferentes dosis de giberelinas
(GAs/GA3) las semillas sin estratificar (i.e. dormidas) no presentaron germinacion tanto
bajo la incubacion con temperaturas alternadas (20/30°C) como con temperaturas
constantes (25°C); so6lo con concentraciones mayores a 500 mg/l de GA3z presentaron
porcentajes muy bajos de germinacion (aproximadamente un 10%), (Fig. 3.1, ay b).
Con 14 dias de estratificacion e incubacion bajo temperaturas alternadas, las semillas
adquirieron mayor sensibilidad a las dosis crecientes de GA3 pasando de porcentajes de
germinacion menores al 10% en agua destilada hasta alcanzar un méximo de
aproximadamente 65% a partir de una concentracion de 500 mg/l de GAs (Fig. 3.1, ¢).
Para la misma cantidad de dias de estratificacion (i.e. 14) pero incubadas a temperaturas
constantes se observo una respuesta similar con la diferencia de que a partir de 50 mg/1
de GA; hubo germinacion detectable (aproximadamente 20%), y el maximo porcentaje
(50%) se alcanzo con la concentracion de 1000 mg/1 de GAs (Fig. 3.1, d).

Cuando las semillas fueron estratificadas 28 dias (i.e. bajo nivel de dormicion) e
incubadas bajo temperaturas alternadas la respuesta al agregado de GA3z desaparecid
parcialmente alcanzandose porcentajes de germinacion mayores al 60% tanto en agua
como en la mayoria de las dosis utilizadas (e.g. 0 mg/l vs. 1000 mg /1), (Fig. 3.1, e), con
tendencia a un leve aumento de la germinacion con dosis mayores a 100 mg/l, aunque
sin presentar diferencias significativas con las semillas incubadas en agua destilada (test
de Tukey con P<0,05). En la misma cantidad de tiempo de estratificacion (28 dias) pero
bajo incubacion con temperaturas constantes se observd un aumento en la germinacion
con dosis crecientes de GA3 pasando de un 10% aproximado de germinacion en agua
destilada hasta alcanzar un méaximo de 50% con la maxima dosis de GA3 aplicada (Fig.
3.1, 9).

Los resultados mostraron que con estratificaciones de 14 y 28 dias el porcentaje de
germinacion aumento tanto en las semillas incubadas en agua como en las incubadas
con dosis crecientes de GAs, mientras que la germinacion siempre fue mayor en
semillas con 28 dias de estratificacion respecto a 14 dias, independientemente de la
dosis de GA3 exdgena aplicada, con excepcion de la dosis de 1000 mg/1 en la que no se

encontraron diferencias significativas (Fig. 3.1) (test de Tukey con P<0,05).
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Figura 3.1. Porcentaje de germinacion de las semillas en funcion de la concentracion de giberelinas
(GA3) para: a, ¢ y e: semillas incubadas bajo temperaturas alternadas (20/30°C), y b, d y f: semillas
incubadas bajo temperatura constante (25°C); las semillas tuvieron tres tiempos de estratificacion: ay b:
0 dias, c y d: 14 dias y, e y f- 28 dias. Las barras representan el desvio estandar de la media para tres
réplicas y letras diferentes significan diferencias significativas entre medias (Test de Tukey P<0,05).
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Efecto de la temperatura de incubacion

Semillas incubadas a temperaturas alternadas tuvieron mayor porcentaje de germinacion
que semillas incubadas a temperatura constante (test de Tukey con P<0,05)
independientemente del tiempo de estratificacion y la dosis de giberelinas, con
excepcion del tratamiento de 1000 mg/l en el que no se encontraron diferencias

significativas entre temperaturas de incubacion (Fig. 3.1).
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3.3.2. Efecto del acido abscisico

3.3.2.1.  Acido abscisico endégeno

Los resultados mostraron que no hubo diferencias significativas (test de Tukey con
P<0,05) en la concentracion de acido abscisico endogeno (pg ABA/mg peso seco de
semilla) en semillas dormidas (sin estratificacion) y semillas despiertas (28 dias de
estratificacion), tanto bajo la incubacion con temperaturas alternadas (20/30°C) como
con temperaturas constantes (25°C), en los 4 tiempos en los que se realizo la medicion
durante la incubacion (0, 24, 120 y 168 h), (Fig. 3.2). Sin embargo, la germinacion de
las semillas control evaluadas en paralelo a los tratamientos de medicion de ABA
endogeno fue casi nula excepto en el tratamiento de 28 dias de estratificacion bajo
incubacion con temperaturas alternadas (20/30°C), (Fig. 3.3).

Semillas estratificadas 28 dias e incubadas bajo temperaturas alternadas (20/30°C)
tuvieron una germinaciéon de aproximadamente 80% (Fig. 3.3). En este caso el
contenido de ABA enddgeno fue de aproximadamente 170 pg ABA/mg peso seco de
semilla en la hora 0 de la incubacion (i.e. sin incubar, terminada la estratificacion), para
luego descender a aproximadamente 100 pg al cabo de 24 horas y mantenerse
relativamente constante a las 120 y 168 horas (inicio de la germinacion) (Fig. 3.2, a).
Cuando las semillas fueron estratificadas 28 dias e incubadas a temperatura constante
(25°C) (Fig. 3.3), la germinacion fue practicamente nula. Sin embargo, el
comportamiento del ABA endogeno fue muy similar al caso anterior con la diferencia
de que el descenso a las 24 horas fue levemente mayor cayendo a aproximadamente 80
pg ABA/mg peso seco para luego mantenerse constante (Fig. 3.2, b). Las semillas sin
estratificar ¢ incubadas a temperaturas alternadas no germinaron (Fig. 3.3), y el
contenido de ABA enddgeno y su evolucion fue practicamente igual al tratamiento de
28 dias de estratificacion bajo incubacion con temperaturas alternadas (Fig. 3.2, c). Por
ultimo, las semillas sin estratificar e incubadas bajo temperatura constante no
germinaron (Fig. 3.3), y a diferencia de lo que sucedi6é con los tratamientos descritos
anteriormente, el contenido de ABA endogeno inicial (i.e. antes de la incubacion) fue de
aproximadamente 100 pg ABA/mg peso seco, para luego mantenerse constante hasta la

hora 168 (Fig. 3.2, d).
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Figura 3.2. Contendido de ABA endogeno (pg de dcido abscisico por mg de peso seco de semilla)
durante la incubacion de semillas: a con 28 dias de estratificacion e incubacion a 20/30°C, b. con 28 dias
de estratificacion e incubacion a 25°C, c. 0 dias de estratificacion e incubacion a 20/30°C, d. 0 dias de
estratificacion e incubacion a 25°C; medidos a las 0, 24, 120 y 168 horas de incubacion. Las barras
representan el desvio estandar de la media para tres réplicas.
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Figura 3.3. Porcentaje de germinacion para semillas estratificadas 28 dias (28 e) y 0 dias (0 e), bajo
incubacion con temperatura constante (25°C) y temperaturas alternadas (20/30°C). Las barras
representan el desvio estandar de la media para tres réplicas.
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3.3.2.2. Efecto y sensibilidad al acido abscisico en semillas con y sin
cubiertas

Cuando las semillas se incubaron bajo temperaturas constantes la germinacion fue pobre
y erratica independientemente de la dosis de ABA en las que fueron incubadas
(resultados no mostrados). Por ende, los resultados que se detallan a continuacion
fueron obtenidos mediante la incubacion de semillas bajo temperaturas alternadas
(20/30 °C).
Los resultados mostraron que en todos los tratamientos la germinacion disminuy6 en la
medida que aument6 la concentracion de ABA, excepto en semillas sin estratificar e
incubadas con cubiertas dado que no germinaron bajo ninguna de las concentraciones de
ABA utilizadas; ademas en todos los tratamientos la germinacion de las semillas fue

inhibida totalmente con la dosis de 12,5 uM de ABA (Fig. 3.4, ay b).

Semillas incubadas con cubiertas

Cuando las semillas fueron estratificadas 14 y 28 dias e incubadas con cubiertas en agua
destilada (i.e. ABA 0 pM) se lograron los maximos porcentajes de germinacion
alcanzados en el experimento (cercanos al 100%). Semillas estratificadas 14 dias e
incubadas con la dosis de 2,5 pM de ABA tuvieron una germinacion similar con
respecto a las incubadas en agua destilada (0 uM de ABA), y a partir de la incubacion
con dosis de 5 pM la germinacion comenz6 a disminuir alrededor de un 20% en la
medida que aumentaba la concentracion de ABA hasta ser inhibida completamente con
12,5 uM de ABA. En el tratamiento de semillas estratificadas 28 dias hubo una
respuesta similar en cuanto a la tendencia descendente. Sin embargo, la germinacion se
mantuvo elevada hasta cuando las mismas fueron incubadas con 5 uM de ABA, y a
partir de la incubacién con 7,5 uM de ABA la germinacion disminuy6 a niveles

cercanos al 50%, y fue totalmente inhibida con dosis superiores (Fig. 3.4, a).



54

Semillas incubadas sin cubiertas

Cuando las semillas fueron incubadas sin cubiertas y sin estratificar en agua y con la
dosis de 2,5 pM de ABA, alcanzaron similares porcentajes de germinacion (45 y 40%,
respectivamente). Con las dosis de 5 pM de ABA la germinacion descendid a
aproximadamente 20% y solo germiné el 10% con la dosis de 7,5 uM. A partir de esta
dosis no hubo germinacion detectable (con 10 y 12,5 uM de ABA).

Las semillas incubadas sin cubiertas y estratificadas 14 dias germinaron
aproximadamente un 50% tanto bajo la incubacion en agua destilada como con las dosis
de 2,5 y 5 uM de ABA, mientras que con dosis de 7,5 y 10 uM de ABA la germinacion
descendid a 30 y 10%, respectivamente, y fue nula al incubarlas con 12,5 uM.

Las semillas incubadas sin cubiertas con 28 dias de estratificacion mostraron una
germinacion elevada cuando se las incubo en agua destilada y con 2,5 uM de ABA
(aproximadamente 90%), disminuyo a 60% al incubarlas con 5 uM de ABA, y cuando
se las incubaron con concentraciones de 7,5 y 10 uM ABA la germinacion fue cercana
al 30%, mientras que no hubo germinacion cuando la concentracion en la incubacion

fue de 12,5 uM de ABA (Fig. 3.4, b).
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Figura 3.4. Porcentaje de germinacion en funcion de la concentracion de ABA exdgeno aplicado en
semillas estratificadas 28 dias (e28), 14 dias (el4) y 0 dias (e0), bajo incubacion con temperaturas
alternadas (20/30°C); para a: semillas con cubiertas y b: semillas sin cubiertas. Las lineas llenas se
ajustaron mediante ecuaciones lineales para cada tiempo de estratificacion. Las barras representan el
desvio estandar de la media para tres réplicas.
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3.4. Discusion

En el presente capitulo se evaluo6 el efecto promotor de la germinacion de las giberelinas
exogenas, y el efecto promotor de la dormicion del acido abscisico exdgeno. Ademas, se
midié el contenido de 4cido abscisico endogeno en semillas con diferente nivel de
dormicion. Los resultados mostraron que las giberelinas exdgenas promueven
parcialmente la germinacion (Fig. 3.1); también se observd que el contenido de acido
abscisico enddgeno en semillas con diferente nivel de dormicion no es
significativamente diferente (Figs. 3.2 y 3.3). Por ultimo, los resultados mostraron que
la aplicacion de acido abscisico exogeno impone dormicidén, con cambios en la
sensibilidad al mismo en semillas con diferente nivel de dormicion (Fig. 3.4).

En cuanto al papel de las giberelinas diferentes autores reportaron resultados similares a
los encontrados en el presente capitulo (Celik et al., 2006; Lawes & Anderson, 1980;
Mattiuz et al., 1996; Windauer et al., 2016). La aplicacion exdgena de GAs no fue
suficiente para promover la germinacién cuando las semillas estaban con altos niveles
de dormicion (i.e. sin estratificar) (Fig. 3.1, a y b). Sin embargo, aumento
significativamente la sensibilidad a las mismas cuando la dormicién de las semillas
estaba parcialmente aliviada (i.e. con 14 dias de estratificacion) (Fig. 3.1, ¢ y d).
Ademaés, se observd que las GAs exodgenas reemplazaron parcialmente a las
temperaturas alternadas como factor terminador de la dormicion durante la incubacion
(Fig. 3.1, d y f). Los resultados mostraron que el porcentaje de germinacioén en general
fue mayor en semillas incubadas con temperaturas alternadas. La dormicién esta
mediada principalmente por un balance hormonal entre las GAs y el ABA (Finkelstein
et al., 2008). Esta ampliamente documentado que el ABA y las GAs cumplen un papel
antagonico en la dormicion y en el control de la germinacion en especies que poseen
dormicion fisiologica (Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006). Es decir, se puede
inferir que la aplicacion de GAs no fue suficiente para contrarrestar el efecto inhibitorio
del ABA sobre la germinacion.

En cuanto al efecto del acido abscisico, en este capitulo se midi6 la evolucion del
contenido endégeno del mismo durante la incubacion y hasta el inicio de la
germinacion, en semillas con diferente nivel de dormicion, con temperatura de
incubacion constante (25°C) y temperaturas de incubacion alternadas (20/30°C).
También se evalud el efecto promotor del ABA sobre la dormicion, mediante su
aplicacion exogena en semillas con diferentes niveles de dormiciéon, con y sin sus

cubiertas en la incubacion.
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Cuando se midi6 el contenido de ABA enddgeno en semillas despiertas y dormidas (i.e.
estratificadas 28 dias y sin estratificar, respectivamente), incubadas a temperatura
constante y alternadas, no se detectaron diferencias significativas en el mismo (test de
Tukey con P<0,05) (Fig. 3.2). Aunque no hubo diferencias significativas, se observé un
descenso de la concentracion de ABA enddgeno desde el inicio de la incubacion hasta
las 24 horas de la misma, en donde se estabiliza para ser similar hasta las 168 horas (i.e.
cuando comienza la germinacion). Esto sucedio en las cuatro condiciones evaluadas
(Fig. 3.2). Sin embargo, esta tendencia es menos marcada cuando las semillas no fueron
estratificadas y se incubaron a temperaturas constantes (Fig. 3.2, d). Estos resultados
mostraron que el contenido de ABA enddgeno de las semillas no cambid con la
temperatura de incubacion, y tampoco mostro relacion con el nivel de dormicion.

Los resultados coinciden con lo reportado por Dominguez et al. (2016) en girasol
(Helianthus annuus), una especie cuyas semillas también presentan dormicion
fisioldgica. En este trabajo aquenios incubados a diferentes temperaturas (12 y 30°C) no
mostraron diferencias significativas en el contenido de ABA enddgeno, y tampoco hubo
una relacion del mismo con el nivel de expresion de la dormicion.

Por otro lado, los resultados mostraron una diferencia parcial con los observados en
cebada (Hordeum vulgare). En trabajos previos realizados en embriones dormidos de
cebada, se observo que el contenido de ABA enddgeno no cambi6 bajo incubaciones a
30°C, con una germinacion relativamente baja. Sin embargo, cuando dichos embriones
fueron incubados a 20°C, se observd un aumento en la germinaciéon acompafniado de una
disminucion significativa en el contenido de ABA. Por otro lado, en embriones
despiertos, la germinacion fue elevada y consecuente con una reduccion en el contenido
de ABA endogeno durante la incubacion, tanto a 20°C como a 30°C (Benech-Arnold et
al., 2000).

La participacion de las cubiertas en la dormicion de las semillas de kiwi serd tratada con
mayor detalle en el capitulo 4, especialmente en relacion con el contenido de ABA
endogeno y la sensibilidad al mismo. Sin embargo, es necesaria una breve introduccion
para discutir los resultados obtenidos en relacion con el efecto del acido abscisico
exogeno sobre el nivel de dormicion. Las cubiertas de las semillas pueden imponer
dormicion a través de la limitacion de la entrada de oxigeno al embrion (i.e. hipoxia)
(Corbineau & Come, 1995). La hipoxia puede modificar el metabolismo del ABA a
favor de su acumulacion, y también puede modificar la sensibilidad al mismo (Bewley

& Black, 1982; Benech-Arnold et al., 2006).
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Los resultados mostraron que las cubiertas estan involucradas en la dormicion,
probablemente imponiendo algin grado de restriccion a la entrada de oxigeno al
embrion. Se observo que semillas dormidas (i.e. sin estratificar) incubadas en agua
destilada y con cubiertas no germinaron, pero sin cubiertas y con las mismas
condiciones alcanzaron niveles de germinacion relativamente elevados (Fig. 3.4, ay b).
Esto coincide con resultados obtenidos en trabajos anteriores en Actinida deliciosa
(Windauer et al., 2016). Por otro lado, la aplicacion de acido abscisico exdgeno redujo
la germinacion tanto en semillas con cubiertas como en semillas sin cubiertas, y con
diferentes niveles de dormicion, excepto en semillas dormidas con cubiertas en donde la
germinacion siempre fue nula (Fig. 3.4, ay b).

Por ultimo, los resultados mostraron que la sensibilidad al ABA de las semillas cambia
con el nivel de dormicion. Las semillas con menor tiempo de estratificacion y por ende
mayores niveles de dormiciéon mostraron menor germinacion con ABA exogeno que las
semillas despiertas (Fig. 3.4, a y b). Este cambio en la sensibilidad es mas evidente
cuando se analizan los resultados de semillas incubadas sin cubiertas. Se observo que
semillas sin cubiertas, sin estratificar o estratificadas 14 dias tienen niveles de
germinacion relativamente elevados, y en estos tratamientos la aplicacion de ABA
exogeno tiene un efecto inhibitorio de la germinacién mas pronunciado que en semillas
estratificadas 28 dias (Fig. 3.4, b). Estos resultados coinciden parcialmente con los
resultados obtenidos por Dominguez et al. (2016) y Benech-Arnold et al. (2006). Sin
embargo, en estos casos la sensibilidad al ABA cambid en relacion con la temperatura
de incubacion.

Cuando las semillas fueron estratificadas 14 dias y se incubaron sin cubiertas, mostraron
menor germinacion y mayor sensibilidad al ABA respecto a las semillas incubadas con
cubiertas (Fig. 3.4). Esto podria explicarse por una menor capacidad de restauracion de
las membranas celulares en el momento de extraccion de las cubiertas y en la
imbibicion. Estos mecanismos de restauracion vinculados al potencial agua y a la
temperatura del ambiente fueron ampliamente documentados (Hilhorst & Cohn, 2009).
En conclusion, tanto las giberelinas como el acido abscisico estuvieron involucrados en
la atenuacion e imposicion de la dormicion de las semillas de Actinidia deliciosa,
respectivamente. Ademas, las cubiertas ejercieron un control importante sobre el nivel

de dormicidn, lo cual sera tratado con profundidad en el proximo capitulo.
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CAPITULO 4

La participacion de las cubiertas de las semillas de kiwi en
la disponibilidad de oxigeno para el embrion, y su relacion
con el contenido endogeno de ABA, la sensibilidad del
embrion al ABA y el comportamiento germinativo de las

semillas.
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CAPITULO 4
4. La participacion de las cubiertas de las semillas de kiwi en la disponibilidad de
oxigeno para el embrion, y su relacion con el contenido endogeno de ABA, la

sensibilidad del embrion al ABA y el comportamiento germinativo de las semillas.

Resumen

La propagacion de plantulas de kiwi mediante reproduccion sexual en viveros es
esencial para obtener portainjertos denominados “francos”. Sin embargo, este tipo de
propagacion es complicada debido a la alta dormicion que presentan las semillas. Los
objetivos del presente capitulo fueron investigar los mecanismos fisiologicos y la
participacion de las cubiertas con la dormicion de las semillas de kiwi. Se evalué como
las cubiertas regulan la dormicién al imponer hipoxia al embrion, y la sensibilidad de
las semillas y el embrion a diferentes niveles de hipoxia, asi como la influencia de la
hipoxia en el metabolismo y la sensibilidad al acido abscisico (ABA). Se realizaron
experimentos con semillas de diferentes niveles de dormicion, con y sin cubiertas, en
temperaturas de incubacion constante y alternadas y manipulando las concentraciones
de oxigeno, evaluando la germinacion, el contenido de ABA endogeno y la sensibilidad
al mismo. Los resultados confirmaron que las cubiertas desempefian un papel
fundamental en la dormicion. Las semillas sin estratificar tuvieron una germinacion
elevada cuando se les removieron las cubiertas y se incubaron con concentraciones de
oxigeno iguales o superiores al 15%. Sin embargo, la germinacion disminuy6 cuando la
concentracion de oxigeno fue inferior al 15%, lo que sugiere que las cubiertas imponen
dormicion al interferir con la entrada de oxigeno al embrion. La sensibilidad a la
hipoxia disminuy¢ en la medida en que las semillas tenian un menor nivel de dormicion.
En relacion con la influencia del ABA exdgeno en la dormicion, se observaron cambios
en la sensibilidad al mismo entre semillas sin estratificar y estratificadas, especialmente
en semillas sin cubiertas. Los niveles endogenos de ABA de las semillas no mostraron
un papel determinante en la regulacion del nivel de dormicién. En resumen, las
cubiertas de las semillas fueron determinantes en la dormicion al interferir con la
entrada de oxigeno al embrion de las mismas, y la sensibilidad a la hipoxia y al ABA

cambi6 segun el nivel de dormicion y la presencia o ausencia de cubiertas seminales.
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4.1. Introduccién

Como se adelanto en el capitulo 1, la dormicion fisiologica de las semillas puede estar
impuesta por la presencia de las cubiertas, impuesta directamente al embrion, o ser una
combinacioén de ambas. La forma en que estos mecanismos podrian estar conectados es,
por ejemplo, una interferencia impuesta por las cubiertas a la entrada de oxigeno al
embrion (i.e. hipoxia) lo cual interferiria tanto con el metabolismo cémo con la
sefalizacion de inhibidores de la germinacion (e.g. acido abscisico) (Corbineau &
Come, 1995; Bewley & Black, 1982; Benech-Arnold et al., 2006).

Algunos autores reportaron que la actividad de la enzima ABA 8’-hidroxilasa esta
directamente relacionada con catabolismo del ABA y que la actividad de la enzima se
ve reducida bajo condiciones de hipoxia (Cutler et al., 2000), Krochko et al. (1998)
determinaron que la actividad de la ABA 8’-hidroxilasa se vio severamente reducida
con concentraciones de oxigeno menores a 10%. En cebada también fue informado que
las estructuras que recubren al grano actuan imponiendo hipoxia al embrion: la lemma y
la palea actian como trampas de oxigeno por ser ricas en polifenoles y éstos
compuestos fendlicos capturan el oxigeno mediante una elevada actividad de la enzima
polifenol oxidasa (Lenoir et al., 1986); en este caso la imposicion de la dormicion es
tanto a nivel de modificacion del metabolismo, como en la sefializacion del ABA
(Benech-Arnold et al., 2006). Mendiondo et al. (2010) también encontraron que la
interferencia en el catabolismo del ABA en cebada mediada por condiciones de hipoxia
en el embridn, seria a nivel de la transcripcion de un gen que codifica para la enzima
ABA 8’-hidroxilasa. En girasol, Dominguez et al. (2016) reportaron que a altas
temperaturas (i.e. 25 o 30 °C), la dormicion estaba impuesta por las cubiertas y estaba
acompafiada por aumentos en la sensibilidad al ABA, pero no en cambios en su
concentracion endogena; sin embargo, el nivel dormicion disminuy6 cuando se trataron
las semillas enteras con hipoclorito de sodio y esto fue acompafiado por una
disminucién en la concentracion de ABA.

Los mecanismos por los cuales se modifica la sensibilidad al ABA en relacion con la
hipoxia mediada por las cubiertas o por factores ambientales ain son muy poco
conocidos. En Arabidopsis y en cebada se ha descripto un mecanismo que implica una
via de protedlisis dirigida via N-terminal; bajo condiciones de hipoxia la actividad de
esta via se reduce y permite un incremento en la respuesta al ABA a través de una
estabilizacion de un factor de respuesta al etileno (Mendiondo et al., 2016; Holman et

al., 2009).
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La dormicién en semillas de kiwi es fisiologica y esta fuertemente mediada por las
cubiertas (Windauer et al., 2016). Las cubiertas en esta especie estan formadas por la
pared del ovario (integumento) que se lignifica (Hopping, 1976).

En el presente capitulo se evalu6 el comportamiento germinativo de las semillas en
relacion con: 1) la participacion de las cubiertas de las semillas en la disponibilidad de
oxigeno para el embrion; 2) la relacion de las cubiertas y la disponibilidad de oxigeno
para el embrion con el contenido enddgeno de ABA; y 3) la relacion entre la
sensibilidad del embrion al ABA, con las cubiertas y la disponibilidad de oxigeno para

el embridn.



63

4.2. Materiales y métodos

4.2.1. Condiciones generales
Los tratamientos de los experimentos del presente capitulo contaron con 3 repeticiones
de 25 semillas cada una. Al inicio del experimento las semillas se contaron
manualmente y fueron dispuestas en placas de Petri de 9 cm de didametro con dos discos
de filtro Whatman No. 3 y 5 ml de agua destilada. Las placas fueron envueltas en papel
film para evitar la pérdida de humedad y en bolsas negras para evitar la exposicion a la
luz, y fueron estratificadas a 5°C por diferentes periodos en cada experimento.
Finalizados los periodos de estratificacion, las semillas se repicaron a bandejas plasticas
de 9 cm de largo x 6 cm de ancho x 6 cm de profundidad para su posterior incubacion,
las bandejas se prepararon con una base de algodon cubierta por 1 disco de filtro
Whatman No. 3,y 55 a 60 ml de agua destilada (Fig. 4.1, b).
Para la remocion de las cubiertas (i.e. tegumento lignificado) de las semillas se utilizd
una Lupa binocular Marca Nikon (Nikon SMZ 10; Nikon, Tokio, Japon). Las cubiertas
se removieron mediante pinza y bisturi y las semillas cuya integridad se veia afectada
eran descartadas (Fig. 4.1, a).
Para cambiar la concentracion de oxigeno por debajo de 21% se utiliz6 una camara
plastica transparente semi-permeable (35 cm de ancho x 30 cm de profundidad x 15 cm
de alto), con agua destilada en la base, (Modelo C-274, BioSpherix, Estados Unidos)
usando un controlador de oxigeno (PRO-OX Modelo 110, BioSpherix, Estados Unidos).
Este controlador tenia una entrada de gas nitrogeno conectado a un tubo de gas
nitrogeno, y también una salida de gas nitrogeno conectada a la cdmara semi-permeable
y un sensor de oxigeno que fue colocado dentro de la cdmara semi-permeable. Al
comienzo la concentracion de oxigeno dentro de la camara semi-permeable fue de 21%
(i.e. concentracion de oxigeno en la atmodsfera). Para alcanzar y mantener la
concentracion de oxigeno deseada menor a 21% dentro de la camara, el controlador de
oxigeno registro la concentracion de oxigeno dentro de la camara a través del sensor y
permitié que el gas nitrogeno ingresara. Asi la concentracion de oxigeno seleccionada
se alcanz6 y se mantuvo por desplazamiento forzado del oxigeno presente dentro de la
camara con un flujo continuo de gas nitrogeno. Las bandejas de los tratamientos con
concentraciones de oxigeno menor al 21% fueron colocadas dentro de la camara semi-
permeable. Para los tratamientos con concentracion de oxigeno de 21% (i.e.

concentracion de oxigeno en la atmosfera) se llevo a cabo en contenedores plasticos
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transparentes semi-permeables (35 cm de ancho x 40 cm de largo x 10 cm de alto, con
agua en la base). Las bandejas de estos tratamientos (i.e. 21% de oxigeno) fueron
colocadas dentro de los contenedores (Fig. 4.1, c y d).

Los contenedores y la camara semi-permeable fueron colocados dentro de una
incubadora con la temperatura correspondiente a cada tratamiento (Fig. 4.1, ¢ y d). Se

detallara posteriormente en “tratamientos” las particularidades de cada experimento.

D Reguladora
de presion

Incubadora

Controlador
de oxigeno Camara plastica
Tubo de gas semi-permeable

nitrogeno

G0 B

de oxigeno Bandcjas

Contenedor plastico
semi-permeable
—
Alﬂ_ﬂ

Bandejas

Figura 4.1: A: Semillas de kiwi sin cubiertas en placa de Petri. B: Bandejas con semillas de kiwi sin cubiertas
en contenedor para tratamientos con 21% de oxigeno. C: Incubadora con cdmara semi-permeable para
tratamientos de hipoxia. D: Esquema demostrativo del funcionamiento del control de oxigeno para
tratamientos de hipoxia (Esquema adaptado de Dominguez et al., 2019).



65

4.2.2. Test de germinaciéon
Dado que la camara semi-permeable no podia ser manipulada para no cambiar la
concentracion de oxigeno seleccionada, las semillas germinadas se contaban al final de
cada periodo de incubacion (i.e. 20 dias desde el inicio de la incubacion, donde se
alcanza el plateau de germinacion). El criterio para contar una semilla como germinada

era cuando la radicula era superior a 1 mm de longitud.

4.2.3. Tratamientos

4.2.3.1. Participacion de las cubiertas y efecto de la disponibilidad de
oxigeno.

Las semillas fueron estratificadas durante 0, 14 y 28 dias a 5°C. Finalizado el periodo
de estratificacion a la mitad de las semillas se les quitaron las cubiertas, después tanto
semillas con cubiertas como sin cubiertas, fueron repicadas a bandejas plasticas (ver
“condiciones generales”). Luego en estas bandejas las semillas fueron incubadas por 20
dias en camaras con temperatura constante (25°C) o temperaturas alternadas (20/30°C),
y con diferentes concentraciones de oxigeno en el ambiente (5, 10, 15y 21%). Luego de

la incubacion se contaron las semillas que germinaron.

4.2.3.2. Efecto de las cubiertas y de la disponibilidad de oxigeno en el
embrion sobre el contenido de ABA endégeno.

Para evaluar el grado de participacion de las cubiertas y de la disponibilidad de oxigeno
para el embrion sobre el contenido de ABA enddgeno, se estratificaron semillas durante
0 y 28 dias con el fin de tener respuestas vinculadas a alto y bajo nivel de dormicion
(respectivamente). Una mitad se incubd con cubiertas y otra mitad sin cubiertas, a
temperaturas alternadas (20/30°C). La incubacion se realizd con concentraciones de
oxigeno de 5% (i.e. hipoxia) y 21% (i.e. concentracion de oxigeno atmosférica).
Durante los periodos de incubacion se retiraron las muestras a las 0 (sin incubar), 24,
120 y 168 horas (cuando comenz6 la germinacion), inmediatamente se congelaron con
nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C hasta ser liofilizadas. Posteriormente, las
muestras se liofilizaron, se molieron con un mortero, se pesaron y almacenaron a -20°C
hasta que se realiz6 la determinacion del contenido endogeno de ABA.
Paralelamente, se estratificaron semillas durante 0 y 28 dias y luego se incubaron con y

sin cubiertas a 20/30°C, con concentraciones de 5 y 21% de oxigeno, para realizar los 8
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test de germinacion correspondientes. De esta manera se obtuvieron los porcentajes de
germinacion vinculados a cada medicion de contenido enddgeno de ABA, y se aseguro
que la ultima extraccion de 168 h (7 dias) sea antes de que comience la germinacion.
Para la determinacion de ABA enddgeno, a cada muestra se le agregd agua destilada
(100:1 v/p) y se la dejo durante toda la noche sobre un agitador a 4°C. Después cada
muestra se centrifugd a 10.000 rpm durante 4 min y se analizaron 50 pl del
sobrenadante por muestra in duplo con un radioimunoensayo, como se describe en
Steinbach et al. (1995), usando un anticuerpo mono-clonal AFR MAC 252 (Quarrie et
al., 1988) y ABA tritiado (Amersham Biosciences, Reino Unido).

4.2.3.3. Sensibilidad de las semillas al efecto inhibidor de la
germinacion del dcido abscisico aplicado en forma exdgena: efecto

de las cubiertas y de la disponibilidad de oxigeno al embrion.
Para evaluar la sensibilidad de las semillas al efecto inhibidor de la germinacion del
acido abscisico aplicado en forma exogena, el efecto de las cubiertas y de la
disponibilidad de oxigeno al embrion: las semillas fueron estratificadas durante 0 y 28
dias con el fin de tener respuestas vinculadas a alto y bajo nivel de dormicion,
respectivamente. La mitad de las semillas fueron incubadas con cubiertas y otra mitad
sin cubiertas, a temperaturas alternadas (20/30°C). La incubacién se realizd con
concentraciones de ABA exdgeno de 0 (agua destilada), 4, 8, y 12 uM, y con diferentes

concentraciones de oxigeno en el ambiente (2, 5, 10, 15y 21%).

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

4.3.1. Participacion de las cubiertas y efecto de la disponibilidad de oxigeno
Cuando las semillas se incubaron bajo temperaturas constantes no hubo germinacion en
ninguno de los tratamientos excepto cuando fueron estratificadas 28 dias y la
concentracion de oxigeno fue del 21%. Sin embargo, esta germinacion fue baja (i.e.
35% y 21% para semillas enteras y sin cubiertas, respectivamente). Es por esta razon
que a continuacion se mostraran unicamente los resultados obtenidos bajo incubacion
con temperaturas alternadas (20/30°C).

Cuando las semillas se incubaron bajo concentraciones de oxigeno del 5% su
germinacion fue practicamente nula en todos los tratamientos (i.e. en semillas con
diferente nivel de dormicion con o sin cubiertas) (Fig. 4.2, ay b).

En semillas con cubiertas y estratificadas 14 dias (i.e. parcialmente dormidas) los
resultados mostraron que al incubar las mismas con 10% de oxigeno comienza a
detectarse germinacion (aproximadamente 15%), y los maximos porcentajes de
germinacion se alcanzan con 15y 21% de oxigeno (aproximadamente 60%) (Fig. 4.2,
a). En los tratamientos de semillas incubadas con cubiertas y 28 dias de estratificacion
(i.e. despiertas) se alcanzaron los maximos porcentajes de germinacion; e incubarlas con
10% de oxigeno fue suficiente para lograr una germinacion del 60%. Lo cual fue similar
a lo alcanzado con 14 dias de estratificacion y 21% de oxigeno, mientras que cuando
estas semillas fueron incubadas con 15 y 21% la germinacion fue maxima y cercana al
100% (Fig. 4.2, a).

Las semillas sin cubiertas y sin estratificacion (i.e. dormidas), no germinaron al
incubarlas con 5% de oxigeno y se observd un bajo nivel de germinacion con 10%. Sin
embargo, al incubarlas con 15y 21% de oxigeno alcanzaron porcentajes de germinacion
cercanos al 60% (Fig. 4.2, b). Cuando se estratificaron 14 dias estas semillas sin
cubiertas alcanzaron aproximadamente un 30% de germinacion al incubarlas con 10%
de oxigeno, y porcentajes de germinacion elevados (aproximadamente 90%) con 15y
21% de oxigeno. Las semillas que fueron estratificadas 28 dias y se incubaron sin
cubiertas, fueron el inico caso en el que se detectd germinacion con 5% de oxigeno.
Ademas, cuando se incubaron con 10% de oxigeno mostraron porcentajes de
germinacion similares a los tratamientos de 15 y 21% de oxigeno, en los cuales la
germinacion alcanzo6 porcentajes cercanos al 80% (sin diferencias significativas, test de

Tukey con P<0,05) (Fig. 4.2, b).
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En la medida en que las semillas con diferente nivel de dormicion con y sin cubiertas,
fueron sometidas a condiciones de oxigeno decrecientes (i.e. incremento de la hipoxia),
la germinacion disminuyo. Sin embargo, las semillas con cubiertas fueron mas sensibles
a la hipoxia. Ademas, en todos los tratamientos se observd que no hubo diferencias
significativas entre la germinacion de semillas incubadas con 15% de oxigeno, respecto

de las incubadas con condiciones de oxigeno atmosféricas (21% O») (Fig. 4.2).
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Figura 4.2 Germinacion (%) para semillas incubadas bajo temperaturas alternadas (20/30°C);
estratificadas 0, 14 y 28 dias (OE, 14E y 28F, respectivamente), bajo concentraciones de oxigeno de 5,
10, 15 y 21% (5%0, 10%0, 15%0 y 21%0, respectivamente), para A: Semillas con cubiertas y B:
Semillas sin cubiertas. Las barras representan el desvio estandar de la media para tres réplicas y letras
diferentes significan diferencias significativas entre medias para cada grdfico (Test de Tukey P<0,05).
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4.3.2. Efecto de las cubiertas y de la disponibilidad de oxigeno en el
embrion sobre el contenido de ABA endégeno.

Como se observo en el experimento que antecede, las semillas con cubiertas fueron méas
sensibles a la hipoxia y ademas hubo cambios en la sensibilidad a la hipoxia
dependientes del nivel de dormicion. Para evaluar si estos cambios en la sensibilidad a
la hipoxia fueron a través de mecanismos que intervienen en el metabolismo del ABA,
se midi6 el contenido de ABA enddgeno durante el periodo de incubacion, y hasta el
inicio de la germinacion.
Los niveles de germinacion de las semillas fueron en general mas altos cuando fueron
estratificadas (i.e. despiertas) en todos los tratamientos, excepto cuando fueron
incubadas con cubiertas y con una concentracion de oxigeno del 5% en donde no hubo
germinacion significativa (Fig. 4.3).
Los resultados mostraron que semillas sin estratificar (i.e. dormidas), tenian mayor
contenido de ABA enddgeno que semillas estratificadas 28 dias (Fig. 4.4, ay b).
Las semillas sin estratificar con cubiertas no germinaron al ser incubadas con diferente
concentracion de oxigeno (5% y 21%, respectivamente). Sin embargo, cuando a las
semillas no estratificadas se les removi6 las cubiertas tuvieron un 15% de germinacion
al incubarlas con 5% de oxigeno, mientras que cuando se incubaron con 21% de
oxigeno, la germinacion alcanzé niveles de 60% (Fig. 4.3).
En cuanto al contenido ABA enddgeno en relacion con su evolucion horaria, en
semillas sin estratificar se observo un descenso en el contenido de ABA en la medida
que avanz6 el tiempo de incubacion. Por otro lado, en semillas estratificadas la
tendencia fue opuesta (i.e. aumento en el contenido de ABA endogeno desde las 0 hasta

las 168 horas de incubacion) (Fig. 4.4, ay b).

Semillas sin estratificar

Las semillas sin estratificar (i.e. dormidas) e incubadas con cubiertas, no germinaron en
ninguna de las dos concentraciones de oxigeno evaluadas (5 y 21%) (Fig. 4.3). Sin
embargo, en ambos tratamientos se observo un descenso del contenido de ABA desde
las 0 hasta las 120 horas de incubacion, en donde se estabilizd. En el tratamiento de
21% de oxigeno se observo un leve aumento desde las 120 a las 168 horas (Fig. 4.4, a).

Cuando las semillas sin estratificar fueron incubadas sin cubiertas con una
concentracion de oxigeno del 5% hubo aproximadamente un 15% de germinacion,

mientras que fue del 60% en semillas incubadas con 21% de oxigeno (Fig. 4.3). Al
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comparar el ABA enddgeno inicial, est¢ fue significativamente mas bajo en
comparacion con semillas en las mismas condiciones, pero con cubiertas. La hipoxia no
parecio afectar el contenido enddgeno de ABA. El contenido de ABA en estos
tratamientos, no tuvo una tendencia consistente durante los diferentes tiempos de
incubacion. Tampoco hubo diferencias significativas en el contenido de ABA, entre

semillas incubadas con 5 y con 21% de oxigeno (Fig. 4.4, a).

Semillas con 28 dias de estratificacion

Los resultados mostraron que en semillas estratificadas 28 dias (i.e. despiertas), con
cubiertas e incubadas con una concentracion de oxigeno del 5%, la germinacion fue
fuertemente inhibida (2,7%) (Fig. 4.3). En este tratamiento el nivel de ABA enddgeno
inicial es significativamente mas bajo que en el mismo tratamiento, pero con semillas
sin estratificar (40 vs. 145 pg ABA * mg peso seco de semilla!) (Fig. 4.4, ay b). En
estas semillas el contenido de ABA, a diferencia de lo que sucedid en semillas sin
estratificar, aumento con el tiempo de incubacion (Fig. 4.4, b).

Cuando las semillas fueron estratificadas 28 dias e incubadas con cubiertas bajo una
concentracion de 21% de oxigeno, mostraron una germinacion cercana al 95% (Fig.
4.3). En este caso el nivel de ABA enddgeno inicial también fue significativamente
menor al del mismo tratamiento, pero con semillas sin estratificar (40 vs. 145 pg ABA *
mg peso seco de semilla™). Sin embargo, aumenta levemente a 60 pg a las 24 horas de
incubacion, para luego mantenerse relativamente constante hasta las 168 horas (Fig. 4.4,
b).

En los tratamientos en que las semillas estratificadas por 28 dias y sin cubiertas fueron
incubadas con 5% y 21% de oxigeno, la germinacion fue eclevada, 68 y 83%,
respectivamente (Fig. 4.3). En ambos casos el contenido de ABA enddégeno inicial fue
bajo (20 pg ABA * mg peso seco de semilla!). En semillas que se incubaron con una
concentracion de oxigeno de 5%, hubo un leve aumento del ABA a las 24 horas para
luego mantenerse relativamente constante hasta las 168 horas. En cambio, cuando la
concentracion de oxigeno en la incubacion fue de 21% el ABA siempre aumento,
alcanzando a las 168 horas una concentracion de ABA endogeno de 90 pg ABA * mg

peso seco de semilla™! (Fig. 4.4, b).
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Figura 4.3 Germinacion (%) para semillas incubadas con concentraciones de oxigeno de 5 y 21%, con
cubiertas (c/c) y sin cubiertas (s/c), y estratificadas 0 dias (0e) y 28 dias (28e). Las barras representan el
desvio estandar de la media para tres réplicas y letras diferentes significan diferencias significativas
entre medias (Test de Tukey P<0,05).
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Figura 4.4 Contenido de dcido abscisico (pg de ABA) por mg de peso seco de semillas), medidos a las 0,
24, 120 y 168 h de incubacion a 20/30°C para A: semillas sin estratificar y B: semillas estratificadas 28
dias; bajo diferentes concentraciones de oxigeno en la incubacion (5 y 21%), incubadas con cubiertas
(c/c) y sin cubiertas (s/c). Los porcentajes en el margen superior muestran la germinacion media
descripta en la figura 4.3. Las barras representan el desvio estandar de la media para tres réplicas y

letras diferentes significan diferencias significativas entre medias para cada grdfico (Test de Tukey
P=<0,05).
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4.3.3. Sensibilidad de las semillas al acido abscisico exogeno: efecto de las
cubiertas y de la disponibilidad de oxigeno al embrién.

Para evaluar si el aumento en la sensibilidad a la hipoxia en semillas con distintos
niveles de dormicion es debido a un aumento en la sensibilidad al ABA; se realizaron
experimentos donde se midio la germinacion de semillas despiertas y dormidas, con y
sin cubiertas, bajo diferentes concentraciones de ABA y distintas concentraciones de
oxigeno.
Los resultados mostraron que semillas enteras sin estratificar (i.e. dormidas) no
germinaron independientemente del tratamiento a las que fueron sometidas (datos no
mostrados). Tampoco hubo germinacion cuando las semillas fueron incubadas con 2%
de oxigeno (datos no mostrados).
Las semillas sin estratificar y sin cubiertas no germinaron en ninguno de los
tratamientos, a excepcion de cuando fueron incubadas en agua destilada con 21% de
oxigeno, en donde presentaron una germinacion de aproximadamente 60% (Fig. 4.5).
Cuando las semillas estratificadas 28 dias (i.e. despiertas) fueron incubadas en agua
destilada (i.e. 0 uM de ABA), sin cubiertas y con concentraciones de 15 y 21% de
oxigeno, mostraron una germinacion alta y similar de aproximadamente 90% (Fig. 4.5,
d y c); mientras que cuando fueron incubadas con concentraciones de oxigeno de 5 y
10% su germinacion disminuyd presentando valores de aproximadamente 45% y 65%,
respectivamente (Fig. 4.5, a y b). La germinacion de estas semillas despiertas y sin
cubiertas, decrecid significativamente con concentraciones crecientes de ABA cuando
se incubaron con 21% de oxigeno (aproximadamente 30, 20 y 10% con 4, 8 y 12 uM de
ABA, respectivamente) (Fig. 4.5, d). Ademas, la germinacion de estas semillas fue casi
completamente inhibida cuando la incubacion fue con concentraciones de oxigeno
menores a 21% (Fig. 4.5).
Los resultados mostraron que las semillas estratificadas 28 dias (i.e. despiertas), ¢
incubadas con cubiertas en agua (i.e. 0 uM de ABA) con 15 y 21% de oxigeno,
mostraron una germinacion elevada (aproximadamente 90%). Sin embargo, cuando
fueron incubadas con concentraciones de oxigeno de 10 y 5% la germinacion fue
practicamente nula (Fig. 4.5).
Las semillas estratificadas 28 dias, e incubadas con cubiertas y 21% de oxigeno, no
presentaron diferencias significativas en la germinacion entre las incubadas en agua (0
uM de ABA) y con las concentraciones de 4 y 8 pM de ABA (Test de Tukey P<0,05).

Sin embargo, la germinacion fue completamente inhibida con dosis de 12 pM (Fig. 4.5,



75

d). Por otra parte, cuando estas semillas fueron incubadas con 15% de oxigeno, la
germinacion disminuy6 significativamente cuando fueron incubadas bajo dosis
crecientes de ABA (Fig. 4.5, ¢).

Estos resultados sugieren que la hipoxia en semillas despiertas incrementa la
sensibilidad al ABA, tanto en semillas con cubiertas como en semillas sin cubiertas,

pero en estas ultimas es mas notable.
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Figura 4.5 Porcentaje de germinacion en funcion de la concentracion de ABA exdgeno aplicado (uM) en semillas
estratificadas 28 dias (28E) e incubadas con cubiertas (C/C) y sin cubiertas (S/C), y en semillas estratificadas 0
dias (OE) e incubadas sin cubiertas (S/C); todos los tratamientos bajo incubacion con temperaturas alternadas
(20/30°C) con concentraciones de oxigeno de: A: 5%, B: 10%, C: 15% y D: 21%. Las lineas conectan los puntos y
las barras representan el desvio estindar de la media para tres réplicas.
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4.4. Discusion

Como se menciono en el capitulo 1 las semillas de kiwi presentan dormicion fisioldgica
y la misma esta regulada hormonalmente y puede estar mediada por las cubiertas. En el
presente capitulo se profundiz6 sobre los mecanismos fisiologicos involucrados que se
desarrollaron en el capitulo 3, con énfasis en la relacion entre los mismos y la
participacion de las cubiertas. Los objetivos fueron evaluar como las cubiertas regulan
la dormicion de las semillas imponiendo hipoxia al embrion (i.e. sensibilidad de las
semillas y del embrion a diferentes niveles de hipoxia), y como la hipoxia interfiere en
el metabolismo y en la sensibilidad al acido abscisico. La participacion del ABA y su
rol en la imposiciéon de la dormicion estd ampliamente documentada en numerosas
especies (Himmelbach et al., 2003; Bewley, 1997; Finkelstein et al., 2002). Sin
embargo, no hay antecedentes en kiwi. Para cumplir los objetivos se desarrollaron
experimentos en semillas con diferente nivel de dormicion con y sin sus cubiertas, bajo
diferentes temperaturas de incubacion, y manipulando las concentraciones de oxigeno
en el ambiente; y se evalué como es afectada la germinacion, y el contendido de acido
abscisico endogeno y la sensibilidad al mismo.

Los resultados obtenidos confirmaron que las cubiertas tienen una participacion
importante en el mantenimiento de la dormicion, coincidiendo con lo encontrado por
Windauer et al. (2016) y con los resultados del capitulo 3. Las semillas de kiwi sin
estratificar (i.e. dormidas), presentaron niveles de germinacion relativamente elevados
(mayores a 60%) cuando a las mismas se les removieron las cubiertas, y se las incubd
con concentraciones de oxigeno iguales o mayores a 15%. Sin embargo, la remocion de
las cubiertas no fue suficiente para sustituir a las temperaturas alternadas en la
incubacion como factor terminador de la dormicion. Ademas, la germinacion disminuy6
en semillas sin cubiertas cuando la concentracion de oxigeno en la incubacion fue
menor al 15%. Esto sugiere que las cubiertas imponen dormiciéon mediante una
interferencia en la entrada de oxigeno al embrion, y no por una interferencia en la salida
de sustancias inhibidoras (Fig. 4.2, ay b).

El gradiente de concentraciones de oxigeno utilizado (5, 10, 15 y 21%) permite inferir
que la sensibilidad a la hipoxia disminuye en la medida en que las semillas tienen menor
nivel de dormicion (i.e. las semillas despiertas son menos sensibles a la hipoxia). Esto
se manifiesta, por ejemplo, a través de elevados niveles de germinacion en semillas sin

cubiertas parcialmente dormidas y con concentraciones de oxigeno similares a los
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utilizados en semillas despiertas (Fig. 4.2, b). Otros autores estudiaron los cambios en la
sensibilidad a la hipoxia en semillas de especies anuales, en estos trabajos las
diferencias encontradas estan relacionadas con las temperaturas de incubacion y no con
los niveles de dormicién, como se observé en los resultados obtenidos en el presente
capitulo (Fig. 4.2, a y b). Ademas, en estas especies la sensibilidad a la hipoxia difiere
entre variedades y genotipos. Por ejemplo, en girasol Dominguez et al. (2019)
encontraron una elevada sensibilidad a la hipoxia en semillas de un genotipo de linea
endocriada incubadas a 30°C. Sin embargo, en este trabajo las semillas de un hibrido
comercial mostraron una sensibilidad muy baja a la hipoxia, incubadas tanto a 12 como
a 30°C. Por el contrario, en melon, Edelstein et al. (1995) reportaron que la sensibilidad
a la hipoxia se incrementa cuando las semillas se incuban a bajas temperaturas. La
solubilidad del oxigeno (y su disponibilidad) en el medio acuoso es mayor a bajas
temperaturas, pero los mecanismos fisiologicos involucrados con la sensibilidad a la
hipoxia difieren entre genotipos y son en general desconocidos (Edelstein & Welbaum,
2011).

Para ahondar sobre los posibles mecanismos fisioldgicos asociados a la sensibilidad a la
hipoxia, se evaluo la acumulacion de ABA enddgeno de las semillas en el periodo
inicial de la incubacion hasta el inicio de la germinacion, con y sin remociéon de
cubiertas, con diferentes niveles de dormicion y bajo condiciones de oxigeno hipoxicas
y atmosféricas. Otros autores han reportado que la hipoxia actia en favor de la
acumulacion de ABA a través de diferentes vias. Una de las mas conocidas es la
desregulacion de la enzima ABA 8'-hidroxilasa, la cual interviene en el catabolismo del
ABA (Cutler et al., 2000). Por lo tanto, es de esperar que bajo condiciones hipoxicas
generadas artificialmente o a través de las cubiertas de las semillas, el ABA enddgeno
tienda a favor de su acumulacion, y entonces esté incremento en su concentracion tenga
como consecuencia menores niveles de germinacion (i.e. expresion de mayor nivel de
dormicion).

Al evaluar la evolucion del contenido de ABA enddgeno los resultados no fueron
consistentes y tampoco mostraron relacion con la hipoxia (Fig. 4.4, a y b). El efecto de
la hipoxia mediada por las cubiertas o por cambios en la concentracion de oxigeno del
ambiente, no siempre tuvo como consecuencia cambios en los niveles de ABA en favor
de su acumulacion.

Por ejemplo, semillas despiertas con cubiertas incubadas bajo concentraciones de

oxigeno atmosféricas, o sin cubiertas, pero incubadas con 5% de oxigeno, presentaron
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elevados niveles de germinacion y la evolucion del ABA fue en favor de su
acumulacion en ambos tratamientos y sin presentar diferencias significativas entre ellos
al final del periodo de medicion (Fig. 4.4, b). En cambio, al evaluar los tratamientos de
semillas dormidas, con cubiertas bajo concentraciones de oxigeno atmosféricas, o sin
cubiertas, pero con 5% de oxigeno, los niveles de germinacion fueron muy bajos y el
ABA endbégeno en ambos casos fue significativamente menor entre el comienzo y el
final del periodo de medicion. Sin embargo, en semillas dormidas si hubo diferencias
entre tratamientos, presentando mayor contenido de ABA las semillas incubadas con
cubiertas y 21% de oxigeno en el ambiente (Fig. 4.4, a). Por otro lado, los resultados
mostraron que semillas sin cubiertas incubadas bajo condiciones de oxigeno
atmosféricas tanto dormidas como despiertas, tuvieron porcentajes de germinacion
relativamente elevados en ambos casos; pero en el caso de semillas dormidas el ABA
endogeno fue menor y estable durante el periodo de medicion (Figs. 4.3y 4.4,ayb). En
conclusion, en kiwi la concentracion de ABA endogeno no tiene una relacion clara con
el nivel de dormicion de las semillas, y la hipoxia no siempre regula en favor de su
acumulacion.

Para terminar de dilucidar el mecanismo por el cual la hipoxia (mediada por las
cubiertas) impone dormicion, se evalud la sensibilidad de las semillas al ABA. Para
alcanzar este objetivo se utilizaron dosis crecientes de ABA exdgeno en la incubacion,
con concentraciones de 0 (agua destilada), 4, 8 y 12 uM, en semillas sin estratificar (i.e.
alto nivel de dormicidn) y semillas estratificadas 28 dias (i.e. bajo nivel de dormicion).
La incubacion fue con temperaturas alternadas (20/30°C) y con distintas
concentraciones de oxigeno en el ambiente (2, 5, 10, 15 y 21%), en semillas con y sin
cubiertas. Las semillas utilizadas tenian un alto nivel de dormicion al iniciar el
experimento dado que sin estratificar y bajo condiciones 6ptimas en la incubacion no
presentaron germinacion; al mismo tiempo tenian una alta viabilidad dado que
estratificando las mismas por 28 dias y con Optimas condiciones en la incubacion se
alcanzaron niveles de germinacion cercanos al 100%.

Los resultados mostraron que la hipoxia incrementd la sensibilidad al ABA, por
ejemplo, en semillas estratificadas 28 dias (i.e. despiertas) e incubadas sin cubiertas y
con 15 % de oxigeno, el ABA exo6geno inhibid significativamente la germinacion con
respecto a las semillas incubadas con 21 % de oxigeno. Ademas, se observo que

semillas despiertas, pero con cubiertas, también fueron mas sensibles al efecto inhibidor
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de la germinacion del ABA exo6geno cuando se incubaron con 15% de oxigeno (Fig.4.5,
cyd).

Las semillas incubadas con concentraciones de oxigeno atmosféricas y semillas
incubadas con hipoxia (i.e. 15%), despiertas y con cubiertas, mostraron menor
sensibilidad al ABA, y por ende mayor germinacion. Esto podria explicarse como ya se
discutio en el capitulo 3, por una menor capacidad de restauracion de las membranas
celulares de las semillas sin cubiertas en el momento de la imbibicion. Estos
mecanismos de restauracion vinculados generalmente al potencial agua y a la
temperatura del ambiente fueron ampliamente documentados (Hilhorst & Cohn, 2009,
Andrade et al., 2015). Estos resultados coinciden con los obtenidos por Dominguez et
al. (2019) quienes observaron que en girasol la hipoxia en la incubacion incrementa la
sensibilidad al ABA, aunque estos cambios podrian variar dependiendo del genotipo y
de la temperatura de incubacion.

En conclusion, con los resultados obtenidos se puede inferir que la imposicion de la
dormicion de las semillas de kiwi estd vinculada en gran medida al efecto del acido
abscisico, principalmente por cambios en la sensibilidad al mismo. Ademas, estos
cambios en la sensibilidad estan relacionados con la presencia de las cubiertas de las

semillas, las cuales estan involucradas en la difusion de oxigeno hacia el embrion.
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CAPITULO 5

Discusion general.
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CAPITULO 5

5. Discusion general.

Resumen

En el presente capitulo se retoma el marco conceptual de la problematica abordada y se
contrastan las hipétesis planteadas en el capitulo 1, se plantean algunas de las
contribuciones mas relevantes al estado de conocimiento actual, y se definen algunas

posibles lineas de investigacion futuras derivadas de los resultados obtenidos.
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5.1. Marco conceptual de la problematica abordada

La dormicion de las semillas es una condicion interna que impide la germinacion de las
mismas, incluso en condiciones térmicas, hidricas y gaseosas adecuadas (Benech-
Arnold et al., 2000). Esta caracteristica es de gran importancia adaptativa en especies
silvestres de climas templados, ya que les permite sobrevivir bajo condiciones
desfavorables, pero en el caso de especies domesticadas se considera una caracteristica
indeseable (Bewley, 1997). La presencia de dormicién en semillas de especies frutales
puede ocasionar retrasos y dificultades en la obtencion de plantas en el vivero
principalmente por la necesidad de obtencion de pies de injertos “francos”, los cuales
presentan raices mas vigorosas y de crecimiento precoz. Por lo tanto, resulta crucial
investigar y aplicar estrategias efectivas para superar la dormiciéon en estas especies.
Mas aun esto adquiere mayor relevancia en kiwi, especie objeto de estudio de este
trabajo, considerando que ademas presenta dificultades para enraizar de modo agamico
(Bellini & Monastra, 1986; Sale, 1985).

Las semillas de kiwi presentan un alto grado de dormicion al ser dispersadas, necesitan
de un periodo de estratificacion humeda para disminuir su nivel de dormicién y tienen
una respuesta elevada a factores terminadores de la dormicién. Estos factores
terminadores, como pulsos de luz de alta relacion rojo/rojo lejano o temperaturas
alternadas, son necesarios para promover la germinacion una vez aliviado el nivel de
dormicion (Windauer et al., 2016).

Es por estas razones que las semillas de kiwi son un buen modelo para estudiar las bases
fisioldgicas de la dormicion y desarrollar metodologias para su eliminacion, y como
punto de partida para dilucidar los mecanismos que operan en especies frutales
perennes. Estas semillas presentan dormicion fisioldgica y la misma puede ser causa de
dormicion embrionaria y/o dormicién impuesta por las cubiertas, y estd regulada
hormonalmente (Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006). El rol de las cubiertas
generalmente estd relacionado con una restriccion a la entrada de oxigeno al embrion, lo
cual interfiere en el metabolismo y en la sensibilidad al 4cido abscisico (Corbineau &
Come, 1995; Benech-Arnold et al., 2006).

Si bien no hay suficientes estudios en kiwi, en otras especies estd ampliamente
documentado que hormonas como el 4acido abscisico y las giberelinas, estan
involucradas en el mantenimiento y en la liberacion de la dormicion, respectivamente;
siendo crucial el equilibrio entre ambos (Ali-Rachedi et al., 2004; Jacobsen et al., 2002;

Kucera et al., 2005). Los mecanismos que operan no son so6lo a través de los niveles
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endogenos de estas hormonas, sino que ademas pueden actuar a través de cambios en la
sensibilidad a las mismas (Derkx & Karssen, 1993).

Con respecto al rol de las cubiertas, es conocido en varias especies que las mismas
imponen una restriccion de entrada de oxigeno al embrion (i.e. hipoxia), la cual
interfiere con la actividad de la enzima ABA 8'-hidroxilasa encargada del catabolismo
de la hormona (Cutler et al., 2000; Krochko et al., 1998). Los mecanismos por el cual la
hipoxia mediada por cubiertas interviene en la sensibilidad de las semillas al ABA atin
no estan del todo claros, pero hay evidencia en cebada y en Arabidopsis que sugiere que
bajo estas condiciones se reduce la actividad de una via de proteolisis dirigida via N-
terminal y esto permite un incremento en la respuesta al ABA a través de una
estabilizacion de un factor de respuesta al etileno (Mendiondo et al., 2016; Holman et
al., 2009).

En esta tesis se propuso: i) estudiar el efecto de la temperatura de estratificacion sobre la
tasa de salida de la dormicion, medida a través de cambios en el rango de ciclos de
temperaturas alternadas que permiten la germinacion. Ligado a esto, generar un modelo
predictivo para kiwi sobre la base del concepto de “tiempo térmico de estratificacion”,
una herramienta de simulacion matematica que permite relacionar los cambios en los
niveles de dormicion con la temperatura y el tiempo de estratificacion. Esta herramienta
permitira desarrollar metodologias para la produccion de plantulas a escala de vivero
(Capitulo 2). ii) Estudiar la participacion del acido abscisico y de las giberelinas en el
proceso de imposicion y salida de la dormicion, respectivamente (Capitulo 3). iii)
Evaluar la participacion de las cubiertas de la semilla en relacion con la disponibilidad
de oxigeno en el embrion y el contenido de ABA enddgeno y su sensibilidad (Capitulo

4).
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5.2. Contraste de hipotesis planteadas

Hipotesis 1: El tiempo y la temperatura de estratificacion de las semillas de 4. deliciosa
determinan su nivel de dormicion. Se predice que: con mayor tiempo y/o menor
temperatura de estratificacion (dentro de un rango determinado), las semillas tendran un
menor nivel de dormicion. Un menor nivel de dormicion determinard un aumento en la
sensibilidad de las semillas a factores terminadores de la dormiciéon, como las
temperaturas alternadas.

Esta Hipotesis se puso a prueba en el Capitulo 2 el cual permitioé el cumplimiento del
objetivo especifico 2: “Generar un modelo predictivo para Kiwi, sobre la base del
concepto de “tiempo térmico de estratificacion”, una herramienta de simulacion
matematica que permite relacionar los cambios en los niveles de dormiciéon con la
temperatura y el tiempo de estratificacion”.

Los resultados obtenidos ademas de permitir el desarrollo del modelo predictivo
proporcionaron evidencia suficiente para aceptar la hipdtesis planteada. Se encontr6 que
la estratificacion a temperaturas mas bajas produce cambios mas rapidos en la
sensibilidad de las semillas a los ciclos de temperaturas alternadas, lo que indica que se
alcanza un menor nivel de dormicion con temperaturas mas bajas (e.g. 2 y 5°C). Del
mismo modo, se observo que el tiempo de estratificacion influye en la sensibilidad de
las semillas a las temperaturas alternadas. Los resultados mostraron que hay una
disminucién en el nimero de ciclos requeridos para saturar la respuesta de germinacion
a medida que aumenta el tiempo de estratificacion (e.g. estratificando a 2°C, 21 y 25
dias fueron suficientes para alcanzar porcentajes de germinacion cercanos al 95% con
solo 3 ciclos en la incubacion) (Fig. 2.1, 2.2 y 2.3). Esto en resumen indica que una
menor temperatura y un mayor tiempo de estratificacion resulta en un menor nivel de
dormicion, y que esto genera un cambio en los requerimientos de ciclos de temperaturas
alternadas necesarios para alcanzar mayores niveles de germinacion. Sin embargo, los
resultados también mostraron que el rango de temperaturas y tiempos explorados en el
experimento no fueron suficientes para producir una pérdida completa del requerimiento

de temperaturas alternadas para la terminacion de la dormicion (Fig. 2.1, f).
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Hipotesis 2: En A. deliciosa las GAs y el ABA estan involucradas en la atenuacion y en
la imposicion de la dormicion, respectivamente. Especificamente se predice que: 1)
semillas sin estratificar tienen una alta capacidad de sintetizar ABA que las mantiene en
dormicion y una baja sensibilidad al efecto promotor de la GAs; ii) semillas
estratificadas pierden su capacidad de sintetizar ABA y/o aumentan la capacidad de
catabolizar el ABA. Ademas, adquieren una alta sensibilidad al efecto promotor de las
GAs y/o disminuye la sensibilidad al efecto inhibidor del ABA.

Esta hipotesis se puso a prueba en el Capitulo 3: “Factores endogenos involucrados en
la dormicion: el papel del 4cido abscisico y de las giberelinas”.

Con los resultados de este capitulo se pudo obtener evidencia suficiente para aceptar la
hipotesis planteada. Sin embargo, las predicciones fueron acertadas, pero de forma
parcial.

Se pudo corroborar la participacion de las GAs como hormona promotora de la
germinacion (i.e. aliviando la dormicion), y como se predijo, la sensibilidad a las
mismas en semillas dormidas es practicamente nula independientemente de la
temperatura de incubacion (Fig. 3.1, a y b). Consecuentemente semillas parcialmente
dormidas (estratificadas 14 dias), adquieren una alta sensibilidad a las GAs (Fig. 3.1, cy
d), y en semillas despiertas también se encontr6 que aumenta la sensibilidad a través de
una disminucion en el requerimiento de temperaturas alternadas como factor terminador
de la dormicion (Fig. 3.1, e y f).

Especificamente, la prediccion que no se corrobord es que semillas sin estratificar
tienen una alta capacidad de sintetizar ABA (manteniendo su dormicion), y que semillas
estratificadas pierden su capacidad de sintetizar ABA y/o aumentan la capacidad de
catabolizar el ABA. Los resultados del presente capitulo mostraron que no hay
diferencias significativas en el nivel de ABA enddgeno entre semillas que fueron
estratificadas 28 dias (i.e. despiertas) y semillas sin estratificar (i.e. dormidas),
independientemente de la temperatura de incubacion (Fig. 3.2).

En ultimo término, se predijo que las semillas estratificadas tendrian menor sensibilidad
al efecto inhibidor del ABA, efectivamente esto se pudo corroborar dado que la
sensibilidad al acido abscisico (ABA) cambi6 en funcion del nivel de dormicion de las
semillas. El hecho de que las semillas con menor tiempo de estratificacion (mayor
dormicioén) sean mas sensibles al efecto inhibidor del ABA sugiere que la sensibilidad al
ABA esta relacionada con la regulacion de la dormicion. Esto se observa claramente en

semillas sin cubiertas, dado que al removerlas se puede obtener germinacion en semillas
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sin estratificar. En semillas con cubiertas es dificil observar diferencias dado que la
germinacion en semillas dormidas es nula incluso en agua (i.e. no se pueden evaluar
dosis crecientes de ABA exdgeno, y por ende tampoco la sensibilidad al mismo) (Fig.
3.4).

En resumen, la sensibilidad al ABA parece estar vinculada a la regulacion de la
dormicioén, respaldando asi la prediccion relacionada con la sensibilidad al ABA en las
semillas con diferentes niveles de dormicion. Esta observacion es consistente con la
hipotesis inicial y sugiere que la interaccion entre las GAs y el ABA desempeiia un

papel importante en la regulacion de la dormicion en las semillas de Actinidia deliciosa.
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Hipotesis 3: Las cubiertas de las semillas de A. deliciosa imponen dormicion, a través
de una restriccion a la entrada de oxigeno al embrioén y/o una restriccion a la salida de
sustancias que inhiben la germinacion (e.g. ABA).

La hipotesis plateada se puso a prueba en el Capitulo 4: “La participacion de las
cubiertas de las semillas de kiwi en la disponibilidad de oxigeno para el embrion, y su
relacion con el contenido endogeno de ABA, la sensibilidad del embrion al ABA y el
comportamiento germinativo de las semillas”.

Los experimentos realizados se adentraron en una investigacion sobre el papel de las
cubiertas de las semillas y su participacion en la dormicion, destacando la posible
restriccion de oxigeno al embrion y/o la interferencia en la salida de sustancias
inhibidoras, como el 4cido abscisico.

Los resultados se obtuvieron a partir de experimentos con semillas dormidas y
despiertas, incubandolas con y sin cubiertas, con distintas concentraciones de oxigeno
en el ambiente, y con posterior evaluacion de la germinacion. De esta manera, se evalud
la sensibilidad de las semillas a la hipoxia, el contenido de ABA enddgeno y la
sensibilidad al mismo. Los resultados obtenidos fortalecen la hipotesis inicial, revelando
que las cubiertas desempefian un papel fundamental en el mantenimiento de la
dormicion, actuando a través de la imposicion de hipoxia al embrion y afectando la
sensibilidad al ABA.

Una de las conclusiones notables es que la sensibilidad a la hipoxia disminuyo
proporcionalmente con un menor nivel de dormicion, sefialando una correlacion directa
entre la intensidad de la dormicion y la respuesta a la hipoxia. La remocion de las
cubiertas resultd6 en un aumento significativo en los niveles de germinacion,
respaldando la idea de que las cubiertas imponen dormicion al interferir con la entrada
de oxigeno al embrion (Fig. 4.2).

En cuanto a la regulacion hormonal, los experimentos arrojaron resultados variados en
relacion con la acumulacion de ABA. Aunque las condiciones hipoxicas generadas por
las cubiertas pueden influir en la regulacion del ABA, no se observaron cambios
consistentes en los niveles de esta hormona en respuesta a la hipoxia (Fig. 4.4).

La sensibilidad al ABA fue evaluada mediante la aplicacion de dosis crecientes de ABA
exogeno, revelando una relacion compleja entre la hipoxia, la presencia de cubiertas y la
sensibilidad al ABA, lo que afecta directamente el nivel de dormicion (Fig. 4.5).

En conclusion, los resultados apoyan la hipétesis de que las cubiertas de las semillas de

kiwi son protagonistas en la imposicion de la dormicién, principalmente a través de la
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restriccion de oxigeno al embrion y la modulacion de la sensibilidad al ABA. Estos
hallazgos no solo tienen relevancia para la comprension de los mecanismos subyacentes
a la dormicion en esta especie perenne, sino que también ofrecen una perspectiva
valiosa para optimizar las practicas agricolas y mejorar la produccion de plantas de kiwi

en el contexto de la produccion a escala de vivero.
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5.3.  Contribucion al avance del conocimiento

La contribucion de los resultados obtenidos en esta tesis, aportan significativamente al
avance del conocimiento en el campo de la dormicion de semillas, particularmente en el
contexto de una especie como Actinidia deliciosa (kiwi). A continuacion, se destacan
algunas de las contribuciones mas relevantes.

El modelo matematico desarrollado en el capitulo 2 (Un modelo basado en el concepto
de “tiempo térmico de estratificacion”: una herramienta matematica para la eliminacion
de la dormicion a escala de vivero), contribuye significativamente al conocimiento en
este campo. En primer lugar, identifica factores clave que influyen en el proceso de
germinacion, destacando la importancia de la estratificacion, como factor aliviador, y de
las temperaturas alternadas como factor terminador de la dormicion. La confirmacion de
los resultados con datos independientes respalda la consistencia y validez de los
hallazgos, aludiendo ademas a trabajos previos sobre la misma especie.

Ademas, este capitulo presenta un valioso aporte al desarrollar y adaptar un modelo
matematico existente, €ste se convierte en una herramienta esencial para predecir
cambios en la germinacion en funciéon del tiempo térmico de estratificacion. La
aplicacion de este modelo proporciona una base solida para el disefio de procedimientos
y técnicas de germinacion eficientes, contribuyendo asi al avance tedrico y practico en
este ambito.

En términos de aplicaciones practicas, el modelo sugiere la optimizacion de las
practicas de vivero, utilizando el concepto de “tiempo térmico de estratificacion” como
medida cuantitativa para determinar la duracion y las condiciones ideales de
estratificacion. Este enfoque busca reducir la incertidumbre en la eleccion de
combinaciones Optimas de temperatura y tiempo, lo que se traduce en una mayor
eficiencia en la produccion de plantulas de kiwi en viveros. El capitulo no solo
identifica factores determinantes en la germinacion de semillas de kiwi y confirma
hallazgos previos, sino que también desarrolla un modelo matematico aplicable y
propone estrategias para mejorar las practicas de vivero. Estas contribuciones no solo
avanzan en el conocimiento tedrico, sino que también tienen implicaciones directas en
la optimizacion de procesos para la produccion exitosa de plantulas de kiwi.

En cuanto a los mecanismos fisioldgicos especificos encontrados la investigacion
realizada identifica y caracteriza algunos mecanismos especificos mediante los cuales
las cubiertas de las semillas imponen dormicion en kiwi. Este nivel de detalle

proporciona una comprension mas profunda de los procesos fisiologicos involucrados
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en la dormicion de las semillas de kiwi, un aspecto que no estda completamente
dilucidado en la literatura existente. La conexion entre la hipoxia, las cubiertas de las
semillas y la sensibilidad al acido abscisico (ABA) es un hallazgo notable, que la
sensibilidad a la hipoxia disminuya proporcionalmente con el nivel de dormicion de las
semillas, sefiala una correlacion directa entre la intensidad de la dormicion y la
respuesta a la hipoxia. Esta relacion compleja se suma al conocimiento actual sobre
como estos factores interactiian para regular la dormicioén de las semillas. La literatura
existente puede tener informacion limitada sobre la interaccion especifica entre estos
elementos y alin mas en especies perennes como el kiwi.

La variabilidad observada en la acumulacion de ABA en respuesta a la hipoxia,
especialmente en presencia de cubiertas, agrega una capa de complejidad al
entendimiento de la regulacion hormonal durante la dormicion. Estos resultados podrian
desafiar o complementar estudios previos que han observado la relacion entre ABA y
dormicion en otras especies.

La evidencia encontrada de que las cubiertas imponen dormicién mediante una
interferencia en la entrada de oxigeno al embrion y esto es subyacente al nivel de
dormicioén es una contribucion tnica. Esta perspectiva especifica sobre el papel de las
cubiertas en la dormicion puede proporcionar informacion valiosa para la comprension
de los mecanismos involucrados que se conocen hasta el momento.

Por ultimo, dado que los estudios sobre dormicion por lo general se centran en especies
anuales, los resultados de esta investigacion son particularmente valiosos para la
contribucion al avance del conocimiento sobre dormicion de semillas en especies

perennes.
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5.4. Futuras lineas de investigacion

Las futuras lineas de investigacion deberian estar centradas en los mecanismos
moleculares subyacentes a la dormicion de las semillas de Actinidia deliciosa. De esta
manera se podrian explorar aspectos mas detallados y especificos para obtener una
comprension mas completa de los mecanismos involucrados encontrados en el presente
trabajo.

Algunas posibles direcciones para una futura investigacion podrian incluir la
exploracion del perfil de expresion génica durante diferentes etapas de la dormicion en
las semillas de kiwi, identificando genes clave que estan regulados diferencialmente
durante la dormicion, especialmente aquellos relacionados con la respuesta a la hipoxia
y la regulacion del ABA.

Aplicando técnicas de ARN-seq y protedmica se podria obtener una vision integral de
los cambios a nivel de transcripcion y traduccion durante la dormicion, e identificar las
rutas de sefializacion y las proteinas clave involucradas en la respuesta a la hipoxia y la
regulacion del ABA. De la misma manera se podria investigar cémo factores
ambientales como la temperatura y la disponibilidad de oxigeno modulan la expresion
génica durante la dormicion, y explorar la interaccion entre los factores ambientales y la
expresion génica en el contexto de la respuesta a la hipoxia.

Estas lineas de investigacion podrian proporcionar una comprension mas profunda de
los mecanismos moleculares y la expresion génica que subyacen a la dormicion en las
semillas de kiwi, brindando informacion valiosa para la mejora de las practicas

agricolas y el desarrollo de estrategias para el manejo de la dormicion en esta especie.
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