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RESUMEN

Efectos del ambiente térmico explorado durante la etapa de llenado y almacenaje
sobre el nivel de dormicion en frutos de girasol (Helianthus annuus L.)

A pesar de que la frecuente presencia de dormicion en frutos de girasol
(Helianthus annuus) suele dificultar las tareas de procesamiento y utilizacion de los
mismos como semilla, existe escasa informacion en relacion a la regulacion ambiental
de la dormicion en frutos de esta especie. Entre los factores ambientales que actian
como reguladores de la dormicion, la temperatura ha sido identificada como uno de los
principales. En este contexto, el presente trabajo tuvo por objetivo principal estudiar el
efecto del ambiente térmico durante las etapas de llenado y almacenaje post-cosecha
sobre el nivel de dormicidn en frutos de girasol. Como objetivos secundarios, se evalud
el efecto de (1) las estructuras del fruto (embridn y cubiertas), (2) la sensibilidad de los
frutos al acido abscisico (ABA), giberelinas (GAs) y etileno y (3) los cambios en el
contenido enddgeno de ABA sobre la determinaciéon del nivel de dormiciéon y su
relacién con el ambiente térmico explorado por los frutos en ambas etapas. Mayores
temperaturas durante el llenado determinaron mayores niveles de dormicidn a cosecha,
que se asociaron a una mayor dormicidon impuesta por cubiertas y una mayor
sensibilidad al ABA de los frutos. Mayores temperaturas durante el almacenaje post-
cosecha (25°C) determinaron mayores tasas de salida de la dormicion, que se asociaron
a una menor dormicion embrionaria, una menor sensibilidad al ABA, un menor
contenido de endégeno ABA antes y durante la incubacion, y una mayor sensibilidad a
GAs de los frutos, sin diferencias en la sensibilidad a etileno. Los resultados obtenidos
representan un aporte significativo para el disefio de estrategias de manejo, como fechas
de siembra y condiciones de almacenaje que permitan disminuir los niveles de
dormicion en frutos de girasol. A su vez, la exploracion de las bases fisioldgicas de las
respuestas observadas resulta relevante para la comprension de los mecanismos que
regulan la dormicion en esta especie.

Palabras clave: ACIDO ABSCISICO - ALMACENAIJE - CUBIERTAS SEMINALES -
DORMICION - EMBRION - GIBERELINAS - GIRASOL - LLENADO DE GRANOS
- PERICARPIO - TEMPERATURA
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ABSTRACT

Effects of the thermal environment during grain filling and storage on the
dormancy level of sunflower achenes (Helianthus annuus L.)

Although the frequent presence of dormancy in sunflower (Helianthus annuus
L.) fruits usually prevents their prompt utilization by the seed industry, there is a lack of
information regarding the environmental regulation of dormancy in fruits of this
species. Within the environmental factors that regulate dormancy, temperature has been
identified as one of the main ones. In this context, the principal aim of this study was to
evaluate the effect of the thermal environment during grain filling and post-harvest
storage on the dormancy level of sunflower achenes. As additional objectives, it was
evaluated (1) the effect of the different fruit structures (embryo and seed coats), (2) the
fruit sensitivity to abscisic acid (ABA), gibberellins (GAs) and ethylene, and (3) the
changes in embryo ABA content in the determination of the level of dormancy and their
relation with the thermal environment explored during both stages. Higher temperatures
during grain filling determined higher levels of dormancy at harvest, which were
associated with a higher coat imposed dormancy and a higher sensitivity to ABA.
Higher temperatures (25°C) during post-harvest storage determined a faster dormancy
release, which was associated with less embryo dormancy, less sensitivity to ABA and
embryo ABA content before and during incubation, and a higher sensitivity to GAs,
without differences in the sensitivity to ethylene. The obtained results represent a
significant input for developing management practices, such as sowing dates and post-
harvest storage conditions, to diminish dormancy levels in sunflower fruits.
Furthermore, the exploration of the physiological basis of the observed responses is
relevant for the comprehension of the mechanisms regulating dormancy in this species.

Key words: ABSCISIC ACID - DORMANCY - EMBRYO - GIBERELLINS - GRAIN

FILLING - PERICARP - SEED ENVELOPES - STORAGE - SUNFLOWER -
TEMPERATURE
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CAPITULO 1: INTRODUCCION GENERAL
Planteo del problema y antecedentes

Desde un punto de vista ecoldgico, la presencia de dormicidn tiene un gran valor
adaptativo para las especies silvestres, ya que determina la ocurrencia de la germinacion
bajo condiciones ambientales que asegurardn la perpetuacion de la especie en un
ambiente determinado (Karssen, 1982). Sin embargo, en especies de uso agricola, la
dormicién es generalmente una caracteristica indeseada, dado que impide la rapida
utilizacion industrial del grano cosechado y/o su utilizacion como simiente (Benech-
Arnold, et al., 2013). En general, el mejoramiento ha disminuido la presencia de
dormicion en semillas de especies cultivadas. Sin embargo, en algunas especies esta
disminucién ha sido parcial, y de hecho, existen en el mercado genotipos que bajo
determinadas circunstancias presentan niveles variables de dormicion a cosecha. Este es
el caso del cultivo de girasol (Helianthus annuus), donde las “semillas” (estrictamente,
un fruto -aquenio) suelen presentar altos niveles de dormicion a cosecha, y
consecuentemente, muy bajos porcentajes de germinacion (Corbineau, et al., 1990;
Benech-Arnold, et al., 2013). Esta circunstancia representa un grave inconveniente para
la produccion de semilla hibrida para el mercado interno, y se torna ain mas importante
cuando se produce semilla para mercados en contra-estacion. En ambos casos, las
plantas procesadoras de semilla requieren la disponibilidad rapida de semilla “despierta”
y en cantidades suficientes para justificar el comienzo de los procesos que incluyen la
clasificacion, el curado y finalmente el embolse de las partidas de semilla cosechada.
Sin embargo, los altos niveles de dormicion frecuentemente observados en la semilla de
girasol con posterioridad a su cosecha impiden su rapida utilizacion industrial. Asi, la
dormicion se constituye en un factor que incide directamente en los tiempos y costos de
produccion de semilla en este cultivo.

Los costos asociados a la dormicidn se generan en diferentes etapas del proceso
de produccion de semilla de girasol a nivel comercial. En relacion a la etapa desde la
cosecha hasta el procesamiento, existe un desfase que varia generalmente de uno a tres
meses entre el momento en el que se concentra la cosecha de la mayor parte de los lotes,
y el periodo en el que se registra la mayor produccion de bolsas de semilla (Garello,
comunicacion personal). Durante este periodo, las partidas de semilla deben ser
almacenadas por presentar altos niveles de dormicion, y son frecuentes las “paradas” de
planta por ausencia de material en condiciones de ser procesado. A su vez, en ciertas
ocasiones, es necesario ingresar el mismo hibrido més de una vez al circuito de
procesado por encontrarse las diferentes partidas de semilla con distintos niveles de
dormicién. Esta circunstancia aumenta considerablemente los costos y tiempos de
procesamiento, ya que la planta debe ser limpiada exhaustivamente entre el procesado
de cada hibrido. Finalmente, otros costos adicionales estdn asociados a la aplicacion de
programas de frio durante el almacenaje, los cuales son empleados como parte de las
practicas de rutina de algunas plantas procesadoras de girasol con el objetivo de
disminuir los niveles de dormicion de los materiales. Sin embargo, en relacion a esta
préctica, existe cierta controversia tanto en la industria como en la literatura, acerca de
su efectividad en la disminucion de los niveles de dormicion en semillas de esta especie.

Numerosos trabajos efectuados en diversas especies han aportado evidencias de
que las condiciones ambientales exploradas por las semillas, tanto durante su etapa de
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llenado (i.e. etapa de desarrollo-maduracion en la planta madre) como de post-cosecha,
afectan su nivel de dormicion (Fenner, 1991; Bianco, et al., 1994; Seiler, 1998). Dentro
de los factores ambientales que podrian afectar la dormicion durante las etapas
mencionadas, la temperatura ha sido sefialada como uno de los principales (Batlla,
2004; Allen et al., 2007). La produccion de semilla de girasol en nuestro pais, asi como
en las diferentes regiones de produccion del mundo, tiene lugar en un amplio rango de
ambientes térmicos. Sin embargo, no existen reportes basados en ensayos a campo que
permitan establecer una asociacion entre el ambiente térmico explorado durante la etapa
de llenado y el nivel de dormicion de las semillas a cosecha. Por otro lado, los
resultados controversiales en relacion al efecto de la temperatura durante la etapa de
almacenaje post-cosecha sobre el nivel de dormicion en semillas de esta especie,
tampoco han permitido determinar cuéles serian las condiciones térmicas durante el
almacenaje que permitirian disminuir en forma mas eficiente el nivel de dormicion de
¢éstas luego de la cosecha.

El conocimiento de los efectos del ambiente térmico explorado por las
semillas de girasol durante la etapa de llenado sobre el nivel de dormicion a cosecha
posibilitara el desarrollo de estrategias de manejo, como eleccion de fechas de siembra y
zonas de produccion, que minimicen la presencia de dormicidon en lotes de semilla
hibrida de esta especie. A su vez, la posibilidad de determinar el efecto de la
temperatura sobre los cambios en el nivel de dormicion de las semillas durante el
almacenaje permitira desarrollar practicas de manejo post-cosecha que aseguren una
rapida salida de la dormicion de los lotes cosechados. Estos conocimientos finalmente
redundaran en un aporte para la disminucion de los tiempos y costos asociados a la
problematica de la dormicion durante la produccion de semilla hibrida de girasol a nivel
comercial, permitiendo lograr un abastecimiento mas rapido de semilla hacia los
mercados interno y de contra-estacion.

Dormicion: definicion y clasificacion

La dormiciéon puede ser definida como un atributo propio de la semilla que
impide su germinacion bajo condiciones hidricas, térmicas y gaseosas, que en otras
circunstancias hubieran resultado adecuadas para su germinacion (Benech-Arnold et al.,
2000). Esta definicion implica que una vez removidas las “impedancias”, la
germinacion de las semillas podria tener lugar dentro de un amplio rango de
condiciones ambientales (Batlla y Benech-Arnold, 2010). En este sentido, se trata de un
atributo que define las condiciones del ambiente en las cuales la germinacion podra
progresar. Este atributo es dindmico, y varia con el tiempo en un patréon que se
encuentra modulado por las condiciones del ambiente, tanto durante la etapa de
desarrollo-maduracion de las semillas como durante la post-maduracion (Finch-Savage
y Leubner-Metzger, 2006).

El nivel de dormicion de una poblacion de semillas puede variar dentro de una
escala continua de niveles de dormicioén, entre un punto en el cual el rango de
condiciones ambientales que permiten la germinacion es nulo hasta un punto en el cual
la amplitud de ese rango es maxima (Batlla et al,, 2004). A medida que las semillas
disminuyen su nivel de la dormicion, el rango de condiciones ambientales que permiten
la germinacion se amplia progresivamente. Lo contrario sucede cuando las semillas
aumentan su nivel de dormicion, viéndose reducidas las condiciones ambientales que
permiten la germinacion. Asi, una semilla que se ha liberado completamente de la
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dormicion, tiene la capacidad de germinar en el rango mas amplio de condiciones
ambientales que le permite el genotipo (Baskin y Baskin, 2004). En este contexto, los
cambios en el nivel de dormicidon de una poblacioén de semillas se pueden determinar a
través de cambios en los rangos de condiciones del ambiente que permiten la
germinacion, por ejemplo, cambios en el rangos de temperaturas y/o de potenciales agua
dentro de los cuales una poblacion o lote de semilla es capaz de germinar (Batlla y
Benech-Arnold, 2010).

Karssen (1982) sugirid6 que la dormicién puede clasificarse en primaria y
secundaria. La dormicion primaria, hace referencia a la dormicion que generalmente
presentan las semillas recién dispersadas de la planta madre, mientras que la dormicion
secundaria, resulta de la re-induccion de la dormicion en semillas ya dispersadas y que
han previamente salido de la dormicion primaria cuando las mismas perciben
condiciones no favorables para la germinacion. Otra clasificacion de la dormicién es
aquella que se basa en la influencia de los diferentes tejidos o estructuras de la semilla
y/o fruto en la determinacion de la dormicion. Asi, la dormicion puede clasificarse en
impuesta por el embrion o impuesta por las cubiertas. La dormicion impuesta por el
embrion hace referencia a la imposibilidad del embrion de germinar atn si es aislado del
resto de la estructura de la semilla. La dormicion impuesta por las cubiertas se
considera a aquella en la cual la semilla intacta no es capaz de germinar, mientras que el
embrion es capaz de germinar si es aislado del resto de la estructura de la semilla y/o
fruto (Allen et al., 2007).

Efectos del ambiente termico en la determinacion del nivel de dormicion

Las condiciones ambientales durante el llenado de los granos en la planta madre
afectan el nivel de dormicion de los mismos a cosecha (Fenner, 1991). Si bien se han
reportado efectos de diferentes factores ambientales en la determinacion del nivel de
dormicién, como por ejemplo la longitud del dia, radiacion, disponibilidad hidrica o
disponibilidad de nutrientes, existe un fuerte consenso sobre el rol preponderante de la
temperatura durante la etapa de llenado como modulador del nivel de dormicion de las
semillas a cosecha (Benech-Arnold, 2004; Batlla et al, 2004). Generalmente, se ha
observado que aumentos en la temperatura media durante la etapa de llenado de los
granos se asocian a disminuciones en los niveles de dormicion. Esta respuesta ha sido
observada en un amplio rango de especies que no se encuentran relacionadas, como
Dactylis glomerata, Beta vulgaris, Plantago lanceolata, Lactuca sativa, Festuca
arundinacea, Amaranthus retroflexus y Anagallis arvensis, entre otras (Fenner, 1991).
Sin embargo, ciertas especies parecen responder de manera opuesta, es decir, los
ambientes mdas calidos durante el llenado se asocian a aumentos en el nivel de
dormicion. Ejemplos de ello son las semillas de Stylosanthes hamata (Argel y
Humphreys, 1983, citado por Fenner, 1991), asi como las semillas de soja (Keigley y
Mullen, 1986, citado por Fenner, 1991) y los frutos de quinoa (Ceccato et al., 2011).
Por ejemplo, en el cultivo de quinoa, se ha reportado para diferentes genotipos, que la
exposicion a temperaturas contrastantes durante la etapa de llenado de granos en la
planta madre (logradas a través de diferentes fechas de siembra) se encuentra asociada a
diferencias en el nivel de dormicion, donde las mayores temperaturas durante esa etapa
determinarian aumentos en el nivel de dormicién de los frutos a cosecha (Ceccato et al.,
2011).



20

Respecto al cultivo de girasol, algunos trabajos efectuados en macetas bajo
condiciones de invernaculo han reportado mayores niveles de dormiciéon cuando las
semillas fueron expuestas a ambientes mas calidos durante el llenado (Rodriguez et al.,
2003; Fonseca, 2000). Por ejemplo, Fonseca (2000) expuso plantas de girasol a
diferentes temperaturas constantes dentro del rango 13°C - 36°C durante el periodo de
llenado, observando que aquellos frutos expuestos a mayores temperaturas (31.6 y
35.7°C) presentaban menores porcentajes de germinacion que aquellos expuestos a
menores temperaturas, cuando los frutos eran incubados a bajas temperaturas (Fig. 1.1).
Rodriguez et al. (2003) observaron un efecto similar al exponer a las plantas a
temperaturas altas (35°C) durante todo el periodo de llenado de granos, no observando
el mismo efecto cuando las plantas eran expuestas a periodos de alta temperatura de una
semana. Sin embargo, en otros estudios en donde también se aplicaron distintas
temperaturas durante el llenado, pero mediante el uso de camaras de acrilico colocadas
sobre las inflorescencias, no se observaron diferencias significativas en el porcentaje de
germinacion final (Libenson, 1995).

Mas alld de que los trabajos comentados previamente parecerian indicar la
posibilidad de que la temperatura durante el llenado presente algin efecto en la
determinacion de los niveles de dormicién a cosecha en semillas de girasol, al
momento, no se conocen reportes que hayan evaluado la respuesta a la temperatura
durante el llenado de granos en condiciones de campo, donde las plantas estdn expuestas
a un ambiente térmico variable, y bajo las practicas utilizadas actualmente en la
produccion de semilla hibrida a nivel comercial. La posibilidad de determinar los
efectos del ambiente térmico durante esta etapa sobre el nivel de dormicion seria de
utilidad para la planificacion de las siembras en fechas y zonas cuyo ambiente térmico
durante el llenado se asocie a menores niveles de dormicion a cosecha, permitiendo asi
una utilizacion mas rapida de los lotes de semilla cosechados y adelantos en el momento
de abastecimiento a los mercados internos o de contra-estacion.
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Fig. 1.1. Germinacion final (proporcion de la poblacion evaluada) a 13°C de incubacion, en funciéon de
los dias desde la cosecha en frutos que desarrollaron a 24.4°C (azul), 26.1°C (rojo) y 31.6°C (verde). Las
barras representan los errores estandar (Extraido de Fonseca, 2000).

En relacion al ambiente térmico en la etapa de post-maduracion (i.e. luego de la
dispersion o cosecha), se ha observado que éste modula el patron de salida de la
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dormicion en diversas especies, tanto cultivadas como silvestres. Por ejemplo, la
exposicion a bajas temperaturas en condiciones de humedad (o estratificacion) es una
practica comun utilizada para la ruptura de la dormicion en varias especies forestales y
horticolas (Allen et al., 2007). Otro ejemplo se encuentra en los bancos de semilla de
algunas especies anuales primavero-estivales, en los que la exposicion a bajas
temperaturas durante el invierno conduce a la salida de la dormicion primaria, mientras
que los niveles de dormicién vuelven a aumentar durante el verano por efecto de las
altas temperaturas (Bowmeester y Karssen, 1992, 1993, citado por Allen et al., 2007,
Batlla y Benech-Arnold, 2010). El patrén de comportamiento opuesto lo presentan las
especies anuales otofio-invernales, en las que las mayores temperaturas del verano
determinan una disminucion del nivel de dormicion, mientras que las bajas temperaturas
del invierno inducen a la entrada en dormicion secundaria (Baskin y Baskin, 1976;
Karssen, 1982; Probert, 1992, citados por Allen et al., 2007). Otras especies en las que
se ha documentado que las altas temperaturas luego de la dispersion o cosecha se
asocian a una disminucion del nivel de dormicion son Chenopodium album (Karssen,
1970), quinoa (Ceccato, 2011), arroz (Roberts, 1962), Dactylis glomerata (Stoyanova y
Kostov, 1983), Festuca arundinacea (Stoyanova et al., 1984) y Bromus tectorum
(Bauer et al., 1998).

Respecto al cultivo de girasol, existe cierta controversia en la literatura en
relacion al efecto del ambiente térmico durante la etapa de post-cosecha sobre el nivel
de dormicién de los frutos. Por un lado, algunos autores han observado disminuciones
en el nivel de dormicion ante tratamientos con bajas temperaturas (Cseresnyes, 1979),
mientras que otros han observado so6lo ligeras disminuciones o directamente ningin
efecto (Seiler, 1998; Brunick, 2007). Recientemente Bazin et al., (2011) trabajando con
embriones aislados de las cubiertas, reportaron la existencia de una interaccion entre la
temperatura de almacenaje y el contenido de humedad de los embriones, donde
aumentos en la temperatura de almacenaje se asociaron a menores niveles de dormicioén
solo cuando los contenidos de humedad de la semilla fueron mayores (10 y 12%),
mientras que con contenidos de humedad menores la respuesta fue contraria.

Los resultados comentados previamente muestran la falta de evidencias
consistentes en relacion al efecto de la temperatura sobre la tasa de salida de la
dormicion en frutos de girasol durante la etapa de almacenaje post-cosecha. La
posibilidad de determinar el efecto de la temperatura sobre la salida de la dormicion en
esta etapa, resulta indispensable para el desarrollo de programas de almacenamiento que
resulten mas eficientes en relacion a la disminucion del nivel de dormicion de la semilla
cosechada.

Efectos de las estructuras del fruto en la determinacion del nivel de dormicion

La dormicién impuesta por el embrion y la dormicion impuesta por las cubiertas
comparten una caracteristica en comun. En ambos casos, el embrion no es capaz de
superar las impedancias impuestas a ¢l; en el primer caso, por causas que ocurren en el
mismo embrion, y en el segundo caso debido a los tejidos que lo rodean (Bewley y
Black, 1994). La dormicién impuesta por el embrion podria deberse a una inmadurez
propia del embridn, o bien a la presencia de inhibidores en el mismo, mientras que la
dormicién impuesta por las cubiertas se asociaria a una restriccion a la salida de
inhibidores, a la entrada de agua o al intercambio gaseoso, a una restriccion mecanica a
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la expansion del embrion y/o a la presencia de inhibidores en las cubiertas (Bewley y
Black, 1994).

En algunas especies, la dormicion estd impuesta sélo por el embriéon o sélo por
las cubiertas, mientras que en otras, ambos tipos de dormicion pueden coexistir. El
ultimo, es el caso de algunas variedades de Avena fatua y Hordeum spp (Bewley y
Black, 1994). En especies como Lactuca sativa, Sinapsis arvensis y Acer
pseudoplatanus, la dormicién es mayormente explicada por las cubiertas y los tejidos
que rodean al embrion. Los tejidos que imponen la dormicidn en estas especies son el
endosperma, la testa y el pericarpio respectivamente. En otras especies, como Acer
saccharum, Corylus avellana, Prunus persica, entre otras citadas por Bewley y Black
(1994), el embrion no es capaz de germinar, ain cuando es separado de los tejidos que
lo rodean, por lo tanto, la estructura que impone la dormicidon en estas especies es el
embrion.

La “semilla” de girasol es en realidad un fruto -aquenio o cipsela-, compuesto por
el pericarpio, derivado de la pared del ovario, la cubierta seminal verdadera (o
membrana de la semilla), y el embrion, que incluye el eje embrionario y los cotiledones
(Knowles, 1978) (Fig. 1.2).
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] fj"'— Tejido precambial

S —=———— Fje embrional
- amiEh Y

Membrana de la semilla
Cotiledan

CE o Fig. 1.2. Seccion longitudinal de un
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“Salla Aguirrezabal y Pereyra (1998).

Durante la etapa de llenado y de post-cosecha, las semillas de girasol pueden
presentar dormicién impuesta por el embrion y/o dormicién impuesta por las cubiertas
(cubierta seminal verdadera y pericarpio) (Corbineau et al., 1990; Brunick, 2007). En
etapas tempranas del desarrollo (7 a 12 dias post antesis), la dormicion se encuentra
principalmente impuesta por las cubiertas, ya que los embriones germinan facilmente si
son aislados de las mismas (Le Page-Degivry y Garello, 1992; Corbineau, et al., 1990),
mientras que los aquenios presentan altos niveles de dormicion.

La dormicion embrionaria, en cambio, aumenta progresivamente durante la
etapa de llenado (a partir de los 12 dias post antesis), explicando una mayor proporcion
de la dormicién total (i.e. la dormicidon observada en los aquenios) (Fig. 1.3). Asi, a los
20-22 dias post antesis, los embriones presentan un alto nivel de dormicion. Este alto
nivel de dormicién embrionaria comienza progresivamente a disminuir a medida que
sigue avanzando el llenado o la maduracion (Le Page-Degivry y Garello, 1992),
mientras que la dormicién por cubiertas permanece en niveles maximos (Fig. 1.3).
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Cierto grado de dormicion embrionaria persiste al momento en que los granos alcanzan
la madurez de cosecha, de modo que la profunda dormicion que los granos de girasol
presentan a cosecha resulta de la coexistencia de dormicidon impuesta por sus cubiertas,
mas un remanente de la dormicion embrionaria (Corbineau et al., 1990). La dormicioén
embrionaria en general se pierde rapidamente luego de la cosecha si las semillas son
almacenadas en seco, mientras que la dormicion impuesta por las cubiertas persiste por
mas tiempo, y puede requerir varios meses de almacenamiento en seco para revertirse
(Benech-Arnold, 2004).
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Fig. 1.3. Porcentaje de germinacion de
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Mas alla de las evidencias comentadas, que describen el efecto de las estructuras
del fruto (embrion y cubiertas) sobre la determinacion del nivel de dormicion durante la
etapa de llenado en girasol, existe escasa informacion acerca de la manera en que la
dormicion impuesta por el embrion y la dormicidon impuesta por las cubiertas
(pericarpio y cubierta seminal verdadera) son reguladas por la temperatura explorada
por el cultivo durante dicha etapa. Rodriguez et al. (2003), bajo condiciones de
temperatura constante en invernaculo, han reportado que los mayores niveles de
dormicion observados en aquenios de girasol como consecuencia de la exposicion a
mayores temperaturas durante el llenado se encontraron asociados a una mayor
dormicion impuesta por las cubiertas, ya que los embriones aislados de las mismas
presentaron bajos niveles de dormicidn para cualquiera de las temperaturas evaluadas.
Por otro lado, y respecto a la etapa de post-cosecha, tampoco se conoce cuales son los
efectos relativos de las distintas estructuras del fruto sobre el patron de salida de la
dormicion, asi como tampoco, de qué manera el ambiente térmico regula ambos tipos de
dormicién durante esta etapa. Conocer el rol ejercido por las diferentes estructuras del
fruto (embrion, pericarpio y cubierta seminal verdadera) en la determinacioén del nivel
de dormicion en relacion al ambiente térmico explorado durante el llenado y el
almacenaje, resultara de relevancia para la comprension de los posibles mecanismos a
través de los cuales la temperatura afecta la dormicion en los frutos de girasol.

Control hormonal de la dormicion: efecto del dacido abscisico y las giberelinas

Los efectos de las sefiales ambientales sobre el nivel de dormicidon en semillas de
un gran numero de especies se encuentran mediados, al menos en parte, por hormonas
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vegetales (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006). El acido abscisico (ABA) y las
giberelinas (GAs) han sido identificadas como potenciales reguladores de los niveles de
dormicion en semillas de numerosas especies (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006;
Finkelstein et al., 2008). Estudios moleculares y fisioldgicos han correlacionado
cambios en los niveles de estas hormonas y/o en la sensibilidad de las semillas a estas
hormonas con diferentes grados de dormicidon, que van desde una profunda dormicion
primaria o secundaria, hasta niveles de dormicién casi nulos (Finkelstein et al., 2008).

El ABA ha sido identificado como un regulador positivo de la induccion y del
mantenimiento de la dormicidon (Bewley, 1997). Una gran parte de la evidencia surge de
trabajos efectuados con mutantes de diferentes especies. Por ejemplo, diversos
experimentos efectuados con mutantes de Arabidopsis, maiz y tomate deficientes en el
contenido de ABA o insensibles a la hormona, han confirmado la hipétesis de que la
ausencia o la insensibilidad al ABA resulta en semillas que presentan germinacion
precoz o viviparismo (Bewley, 1997). Otras evidencias surgen, por ejemplo, de trabajos
en los cuales la aplicacion de inhibidores de la sintesis de ABA durante la etapa de
desarrollo de las semillas de varias especies, resulta en una anticipacion de la liberacion
de la dormicion (Xu et al.,, 1990; Steinbach et al., 1997, citados por Benech-Arnold,
2004), incluyendo a embriones en desarrollo de girasol (Le Page-Degivry, ef al., 1990).

Las GAs parecen actuar en forma antagonica al ABA, ya que promueven la
germinacion. Aunque la acumulacion de GAs se asocia comunmente con la liberacion
de la dormicidn y/o la promocion de la germinacion, el rol de las GAs en la regulacion
del nivel de dormiciéon en semillas es controversial (Finkelstein et al., 2008). Varios
autores han reportado que tratamientos sélo con GAs no han logrado estimular la
germinacion en semillas dormidas de varias especies, incluyendo Arabidopsis (Derkx et
al., 1994; Bewley, 1997; Ali-Rachedi et al., 2004), y observaron que seria necesaria una
disminucién en los niveles de ABA previo a que los niveles de GAs y/o la sensibilidad a
GAs aumenten.

Dado que en muchas especies no se ha encontrado una correlacion entre el
contenido endoégeno de hormonas en las semillas y los niveles de dormicion,
discusiones iniciadas por Trewavas (1982) han resultado en una mayor relevancia del
rol jugado por la sensibilidad de los tejidos a las hormonas. Por ejemplo, en girasol, Le
Page-Degivry et al. (1996) han encontrado que los embriones de esta especie pierden la
sensibilidad al ABA a medida que disminuyen sus niveles de dormicion durante la post-
maduracion. Asimismo, y en cuanto a la sensibilidad a GAs, los mismos autores han
observado que a medida que disminuye el nivel de dormicion de los embriones por
efecto de diferentes tratamientos, la aplicacion de GAs externas es progresivamente
mas efectiva en la promociéon de la germinacion, mostrando asi aumentos en la
sensibilidad a GAs.

Otra hormona que se reportd que puede estar implicada en la regulacion de la
dormicién en ciertas especies es el etileno. Este promoveria la terminaciéon de la
dormicidn a través de la atenuacion de la sefializacion del ABA y de los niveles de ABA
(Finkelstein et al. 2008). En girasol, Corbineau et al. (1990) reportaron que la
aplicacion exogena de etileno estimuld la germinacion de aquenios y embriones
inmaduros con altos niveles de dormicion. Ademas, encontraron que varios inhibidores
de la biosintesis o de la accidon de etileno inhibieron marcadamente la germinacion de
embriones que no presentaban dormicion.
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Mas alla de los resultados comentados en relacion a la regulacion hormonal de la
dormicion en los frutos de girasol, no se sabe aun si los posibles efectos del ambiente
térmico durante las etapas de llenado y post-cosecha en la determinacion del nivel de
dormicion se encuentran asociados a cambios en la sensibilidad a estas hormonas por
parte de los frutos. Comprender este tipo de asociaciones aportard conocimiento
respecto a los mecanismos fisiologicos a través de los cuales la temperatura regularia
los cambios en el nivel de dormicidn en esta especie.

Sobre la base de lo expuesto hasta aqui, podemos concluir que la falta de un
conocimiento acabado acerca de como el ambiente térmico explorado por los frutos
durante el llenado en condiciones de cultivo y el almacenaje luego de la cosecha regula
la dormicién en girasol, conspira contra la posibilidad de disefiar estrategias de manejo
exitosas que permitan minimizar las problematicas de presencia de altos niveles de
dormicién en los frutos de girasol a cosecha, e identificar condiciones térmicas de
almacenaje que permitan disminuir los niveles de dormicion durante la post-cosecha.
Entender como la temperatura regula la dormicion en frutos de girasol, no solo
posibilitara disefiar las estrategias mencionadas a nivel productivo, sino que a su vez,
resultard relevante en la comprension de los mecanismos que regulan la dormicion en
esta especie.

Objetivos del proyecto
Objetivo General:

La presente tesis tiene como objetivo general estudiar el efecto del ambiente térmico
explorado durante la etapa de llenado y almacenaje post-cosecha sobre el nivel de
dormicion en frutos de girasol.

Objetivos Particulares:

1. Estudiar el efecto del ambiente térmico explorado por los frutos de girasol
durante la etapa de llenado sobre el nivel de dormicidn a cosecha bajo condiciones de
cultivo a campo.

2. Estudiar el efecto de la temperatura de almacenaje en post-cosecha sobre los
cambios en el nivel de dormicion en frutos de girasol.

3. Estudiar el aporte relativo de las diferentes estructuras del fruto de girasol
(pericarpio, cubierta seminal y embridn) en la determinacion del nivel de dormicion de
los aquenios a cosecha y durante el almacenaje post-cosecha, y su relacion con el
ambiente térmico explorado por los frutos durante las etapas de llenado y almacenaje.

4. Determinar, en forma preliminar, en qué medida los efectos observados en 1.
estan asociados a diferencias en la sensibilidad de los frutos al ABA.

5. Determinar, en forma preliminar, en qué medida los efectos observados en 2.
estan mediados por cambios (a) en la sensibilidad de los frutos al ABA, las GAs y el
etileno, y (b) en el contenido de ABA en los embriones antes y durante la incubacion.
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Hipdtesis

1. El ambiente térmico explorado durante la etapa de llenado afecta el nivel de
dormicion de los frutos de girasol a cosecha. Mayores temperaturas experimentadas por
los frutos durante la etapa de llenado determinan un mayor nivel de dormicion a
cosecha.

2. La temperatura explorada durante el almacenaje post-cosecha afecta el nivel de
dormicion de los frutos de girasol. Mayores temperaturas de almacenaje (>20°C)
retrasan la salida de la dormicion de los frutos en comparacion con lo observado a
menores temperaturas (<10°C).

3. Frutos de girasol expuestos a ambientes térmicos durante la etapa de llenado que
determinan un mayor nivel de dormicion a cosecha presentan una mayor proporcion de
la dormicion explicada por las cubiertas, en comparacion con lo observado en frutos
expuestos a ambientes térmicos durante el llenado que determinan un menor nivel de
dormicién a cosecha.

4. El mayor nivel de dormicidon que presentan los frutos de girasol expuestos a
temperaturas que retrasan la salida de la dormicion durante el almacenaje post-cosecha
se asocia a una mayor sensibilidad al ABA, en comparacion con lo observado en frutos
expuestos a temperaturas que adelantan la salida de la dormicion durante el almacenaje.

5. El mayor nivel de dormicidon que presentan los frutos de girasol expuestos a
temperaturas que retrasan la salida de la dormicion durante el almacenaje post-cosecha
se asocia a una menor sensibilidad a la GAs, en comparacion con lo observado en frutos
expuestos a temperaturas que adelantan la salida de la dormicion durante el almacenaje.

Estructura de la tesis

La presente tesis se estructura en cuatro capitulos. Con el propdsito de cumplir
con los objetivos propuestos, los resultados de este trabajo se presentan en los capitulos
2 y 3. En cada uno de ellos, se presenta una introduccion al tema, los objetivos
particulares, la metodologia utilizada, y se discuten los resultados obtenidos. En el
capitulo 2, se describen los resultados relacionados al efecto del ambiente térmico
explorado por los frutos durante la etapa de llenado en la determinacion del nivel de
dormicién a cosecha, y su relacion con los efectos de las estructuras del fruto (i.e.,
pericarpio, cubierta seminal verdadera y embrion) y la sensibilidad de los frutos al
ABA. En el capitulo 3, se describen los resultados relacionados al efecto del ambiente
térmico durante la etapa de almacenaje post-cosecha en el patron de salida de la
dormicidn, y su relacién con los efectos de las estructuras del fruto, la sensibilidad de
los frutos a ABA, GAs y etileno, y el contenido endogeno de ABA en los embriones
antes y durante la incubacion. Finalmente, el capitulo 4 comprende la discusion general
y conclusiones de los resultados obtenidos en esta tesis.
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CAPITULO 2: EFECTOS DEL AMBIENTE TERMICO EXPLORADO
DURANTE LA ETAPA DE LLENADO SOBRE EL NIVEL DE DORMICION EN
FRUTOS DE GIRASOL

Introduccion

Trabajos efectuados en numerosas especies han demostrado que la temperatura
explorada por las semillas durante su desarrollo y maduracion en la planta madre (i.e.
llenado de granos) afecta el nivel de dormicion de las mismas a cosecha (Fenner, 1991).
En general, se ha observado que aumentos en la temperatura media diaria durante el
llenado se asociarian a disminuciones en los niveles de dormicidon. Ejemplos de este tipo
de respuesta fueron reportados para semillas de Dactylis glomerata, Beta vulgaris,
Plantago lanceolata, Lactuca sativa, Festuca arundinacea, Amaranthus retroflexus y
Anagallis arvensis, entre otras (Fenner, 1991). Sin embargo, ciertas especies, como
Stylosanthes hamata (Argel y Humphreys, 1983, citado por Fenner, 1991), y Glycine
max (Keigley y Mullen, 1986, citado por Fenner, 1991) parecerian responder de manera
opuesta. En estas especies, se han observado aumentos en los niveles de dormicion
cuando las semillas han sido expuestas a mayores temperaturas durante el llenado.

En relacion al girasol, algunos trabajos efectuados bajo regimenes de
temperaturas constantes en condiciones controladas (invernaculos) sugeririan que éste
presentaria una respuesta similar a S. hamata y G. max, es decir, mayores temperaturas
durante el llenado se asociarian con mayores niveles de dormicion de los frutos. Por
ejemplo, Rodriguez et al. (2003) colocaron plantas de girasol en inverndculo bajo dos
temperaturas constantes (25°C 6 35°C) desde antesis hasta los 40 dias post-antesis con
el objetivo de evaluar el efecto de altas temperaturas durante el llenado sobre el nivel de
dormicién. La exposicion de las plantas al tratamiento de mayor temperatura resultd en
mayores niveles de dormicion de los frutos, observandose una reduccién en el
porcentaje de germinacion de cerca del 60% en aquellos provenientes del tratamiento de
mayor temperatura durante el llenado en relacion al tratamiento de menor temperatura.
Respuestas similares fueron reportadas por Fonseca (2000). Sin embargo, periodos
semanales de alta temperatura (35° C) en distintos momentos del llenado, no se
asociaron a diferencias en el nivel de dormicion resultante (Rodriguez et al., 2003). Por
otro lado, Libenson (1995) luego de exponer capitulos de girasol a dos ambientes
térmicos que diferian en aproximadamente 8§°C mediante el uso de camaras de acrilico
colocados en la inflorescencia, no observé diferencias en los porcentajes de germinacion
obtenidos, sino solo diferencias en la tasa de germinacion durante las primeras horas de
incubacion.

Si bien existen algunos reportes como los comentados anteriormente, en los que
se evaluo el efecto de la temperatura durante el llenado sobre el nivel de dormicion en
girasol, estos trabajos presentan la limitacion de haber evaluado el efecto de la
temperatura sobre plantas creciendo en macetas dentro de inverndculos o camaras, y
bajo regimenes térmicos practicamente constantes. Por lo tanto, ain se requiere estudiar
la magnitud de los efectos en condiciones mas representativas de un cultivo a campo,
donde las plantas se encuentran expuestas a un ambiente térmico variable.

Las distintas estructuras que componen al fruto de girasol ejercen efectos
diferenciales en la imposicion de la dormicion segun la etapa de desarrollo-maduracion
o estado fisiologico en que se encuentran los frutos. Por ejemplo, en etapas tempranas
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del desarrollo de los frutos, la dormicion se encuentra principalmente impuesta por las
cubiertas, ya que los embriones germinan facilmente si son aislados de ellas (Corbineau
et al., 1990; Le Page-Degivry y Garello, 1992). A medida que el desarrollo progresa, los
embriones comienzan a aumentar sus niveles de dormicion hasta cerca de los 20-22 dias
post-antesis, momento a partir del cual estos niveles de dormicién comienzan a
disminuir. A cosecha, los embriones presentan bajos niveles de dormicidon, mientras que
en los frutos completos, los niveles de dormicion son generalmente elevados. Esto se
debe a que cerca de madurez de cosecha predomina la dormicidon impuesta por las
cubiertas, que persiste por algin tiempo, y puede requerir varias semanas o meses de
almacenamiento en seco para disminuir (Corbineau et al., 1990; Bianco et al., 1994).

Si bien al presente se encuentran disponibles varios reportes en la literatura
acerca del efecto de las estructuras de la semilla en la determinacion del nivel de
dormicién durante la etapa de llenado en girasol, aun existe escasa informacion acerca
de qué manera el ambiente térmico, uno de los principales reguladores del nivel de
dormicién en numerosas especies, modula ambos tipos de dormiciéon (impuesta por el
embrion o por las cubiertas). No obstante, algunos antecedentes indican que los mayores
niveles de dormicidon observados ante ambientes de mayor temperatura durante el
llenado se explicarian por una mayor dormicién impuesta por las cubiertas, ya que los
embriones aislados de las mismas presentarian bajos niveles de dormicidon cuando los
mismos son dispuestos a germinar a 10 °C (Rodriguez et al., 2003).

Las hormonas vegetales ejercen un importante rol en la regulacion del nivel de
dormicion de las semillas. Existe considerable evidencia que indica que la hormona
vegetal acido abscisico (ABA) es un regulador positivo tanto de la induccidon como del
mantenimiento de la dormicion (Bewley, 1997, Benech-Arnold, 2004). Se ha
demostrado que, en general, la transicion desde un estado de dormicién a un estado de
liberacion de la dormicion es acompafniada por una disminucion en la sensibilidad a
ABA (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006). La sensibilidad a ABA por parte de las
semillas puede variar seglin las condiciones ambientales exploradas por éstas durante la
etapa de llenado. Ejemplos de este tipo de respuesta han sido reportados para Sorghum
bicolor, en el que ciertas condiciones del ambiente, como por ejemplo la disponibilidad
de agua y de nutrientes durante la etapa de llenado de los frutos en la planta madre, se
asociaron a cambios en la sensibilidad a ABA, y en consecuencia, a los niveles de
dormicidn resultantes (Benech-Arnold et al., 1991, 1995a). En el cultivo de girasol, ain
se desconoce si los efectos de las condiciones del ambiente durante la etapa de llenado
sobre el nivel de dormicion se encuentran mediados por diferencias en la sensibilidad a
ABA. En este contexto, cobra relevancia evaluar si la temperatura imperante durante el
llenado de los frutos, modularia el nivel de dormicidén a cosecha mediante cambios en la
sensibilidad a esta hormona.

En base a lo expuesto, los objetivos del presente capitulo fueron:
1. Estudiar el efecto del ambiente térmico explorado por los frutos de girasol
durante la etapa de llenado sobre el nivel de dormicion a cosecha bajo condiciones del

cultivo a campo.

2. Estudiar el aporte relativo de las diferentes estructuras del fruto de girasol
(pericarpio, cubierta seminal y embrioén) en la determinacion del nivel de dormicion de
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los aquenios a cosecha y su relacion con el ambiente térmico explorado por los frutos
durante la etapa de llenado.

3. Determinar, en forma preliminar, en qué medida los efectos observados en 1.
estan asociados a diferencias en la sensibilidad de los frutos al ABA.

Materiales y métodos
Sitio de los ensayos y material vegetal

Tres experimentos se llevaron a cabo en la localidad de Fontezuela
(S33°53°28.9” W060°27°27.7”), partido de Pergamino, provincia de Buenos Aires,
durante las campanas 2008-09 y 2009-10. En todos los experimentos se utilizaron lineas
parentales y mediante polinizacion abierta se produjo semilla del hibrido DK4045 (Fig.
2.1). Este hibrido se seleccion6 por presentar altos niveles de dormicion a cosecha.

Fig. 2.1. Parentales del hibrido DK4045 utilizados en los experimentos (A y B). Aquenio liso de una
planta del hibrido DK4045 en estadio fenologico RS5.5 (Schneiter y Miller, 1981) (C).
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Generacion de ambientes térmicos diferenciales durante la etapa de llenado y su
relacion con el nivel de dormicion (Objetivo 1).

Experimento 1: Exposicion de los frutos a diferentes ambientes térmicos durante la
etapa de llenado mediante variaciones en la fecha de siembra, y su relacion con el nivel
de dormicion a cosecha.

Durante la campafia 2008-2009, los parentales del hibrido DK4045 fueron sembrados a
campo en tres fechas de siembra (22/09/08, 22/10/08 y 02/12/08) y en cuatro
repeticiones. Las fechas fueron elegidas de modo de exponer a los frutos a diferentes
ambientes térmicos durante su etapa de llenado.

Experimentos 2 y 3: Exposicion de los frutos a diferentes ambientes térmicos durante la
etapa de llenado mediante el uso de carpas, y su relacion con el nivel de dormicion a
cosecha.

Experimento 2: Durante la campafia 2008-2009 (fecha de siembra 23/10/2008), se
generaron ambientes térmicos diferenciales durante el llenado mediante Ia
implementacién de carpas de polietileno. En el experimento se establecieron dos
tratamientos: i) alta temperatura durante todo el periodo de llenado, y ii) tratamiento
testigo de menor temperatura durante el llenado. El disefio del experimento fue
completamente aleatorizado con cuatro repeticiones, considerando como repeticion a las
plantas provenientes de cada carpa individual.

Experimento 3: Durante la campafia 2009-2010 (fecha de siembra 08/10/2009), se
generaron cuatro ambientes térmicos diferenciales: 1) alta temperatura desde los 13 a los
46 dias desde antesis (DDA), ii) alta temperatura desde los 13 a los 26 DDA, iii) alta
temperatura desde los 27 a los 46 DDA, y iv) testigo de menor temperatura. El disefio
utilizado fue completamente aleatorizado, con cuatro repeticiones, considerando como
repeticion a las plantas provenientes de cada carpa individual.

Condiciones generales de los ensayos y variables registradas

En los tres experimentos las lineas parentales fueron sembradas a una densidad
de 7,14 plantas/m2 y en surcos separados a 0.7 m, intercalando un surco de parental
masculino cada dos surcos del parental femenino. La fecha de floracion se determiné
cuando el 50% de los capitulos presentd al menos un surco de flores abiertas. En los
experimentos de generacion de ambientes térmicos diferenciales mediante el uso de
carpas de polietileno, el comienzo de los tratamientos se establecio a los 12-13 dias
luego de la fecha de floracion para evitar que las altas temperaturas provocaran el aborto
de flores y/o granos recién fecundados. Una vez transcurridos los 12-13 dias desde
floracidn, se colocé una carpa de polietileno de 100 micrones de espesor, de 4 m* de
superficie y 2 m de altura, sobre cada una de las parcelas a la que se les asignd
aleatoriamente los tratamientos de alta temperatura (Fig. 2.2). Estas carpas
permanecieron colocadas sobre cada parcela permitiendo la apertura en la parte inferior
y cenital hasta el final de cada tratamiento. Durante el periodo de aplicacion de los
tratamientos, y con el objetivo de evitar la acumulacion de humedad y gases (CO,)
durante el dia y la noche, las carpas eran abiertas diariamente durante 1 hora, desde las 8
hs hasta las 9 hs cada mafiana; el techo y los laterales eran parcialmente abiertos desde
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las 12 hs hasta las 16 hs (excepto en los dias de bajas temperaturas); las juntas del techo
con los laterales mantenian pequefias hendijas de ventilacion, y los plasticos laterales de
las carpas se mantenian elevados 30 cm por sobre la superficie del suelo. Estas
practicas, mas las caracteristicas estructurales de las carpas, fueron implementadas con
el objetivo de permitir el intercambio gaseoso con el exterior.

En las parcelas asignadas a los tratamientos de alta temperatura, las carpas
permanecieron colocadas sobre las plantas durante todo el periodo de llenado a evaluar,
y en el periodo de llenado que no correspondiera al de evaluacion, fueron cubiertas solo
por techos de polietileno con una cobertura lateral superior. Las parcelas asignadas al
tratamiento testigo (Fig. 2.2) permanecieron cubiertas bajo los techos de polietileno
durante todo el periodo de llenado.

Con el objetivo de determinar el momento de madurez fisiologica, a partir de la
fecha de primera antesis y cada cinco dias (Experimentos 1 y 2) 6 tres dias
(Experimento 3), se tomaron muestras de 20 granos por cada tratamiento y repeticion
que fueron pesados, colocados en estufa a 80°C por 72 hs. y pesados nuevamente para
determinar peso seco y contenido de humedad. Este procedimiento se repitid6 hasta
observarse al menos tres momentos de muestreo con valores similares de peso seco,
indicando el cese de acumulacion de materia seca por parte de los frutos. Una vez
alcanzado este momento, tanto las carpas como los techos fueron retirados de los
experimentos.

El momento de cosecha se determind de manera similar al utilizado durante la
produccion de hibridos comerciales (i.e. cuando la humedad de los granos fue menor al
11%). En dicho momento, los capitulos se separaron de las plantas madre utilizando
tijeras de poda y se efectud el desgrane en forma manual. Cada capitulo fue dividido en
tres regiones concéntricas y sOlo se utilizaron para las pruebas de germinacion los
granos provenientes del tercio intermedio, mientras que los ubicados en el tercio mas
periférico y en el tercio central fueron descartados. Se consolid6 un lote de semillas de
cada tratamiento y repeticion con granos provenientes de plantas que no hubiesen
diferido en mas de dos dias en su fecha de primera antesis, de manera de contar con la
cantidad de semilla necesaria para realizar los ensayos de germinacion planificados.
Cada lote de semillas fue luego colocado en una bolsa de red y secado a 40°C hasta
llegar a una humedad del 6%, copiando el procedimiento de secado post-cosecha que se
efecttia en la produccion de semilla hibrida comercial. Luego del secado, las muestras
provenientes de los diferentes tratamientos fueron sometidas a las pruebas de
germinacion (ver apartado “Pruebas de germinacion”), que fueron efectuadas a cosecha
y repetidas cada 15 dias luego de cosecha a 11°C y 25°C de incubacién (experimentos 1
y 2), o alos 12 dias desde cosecha y repetidas cada 20 dias luego de cosecha a 25°C de
incubacion (experimento 3), en un disefio completamente aleatorizado con cuatro
repeticiones de 25 aquenios (experimentos 1 y 2) 6 20 aquenios (experimento 3) cada
una.

Durante todo el ciclo del cultivo se registr6 la temperatura, radiacion incidente y
precipitaciones diarias con una estacidon meteorologica (I-Metos. Pessl Instruments,
Austria) ubicada a 200 metros de las parcelas experimentales. En los experimentos 2 y
3, en cada carpa se registrd la temperatura y la humedad en forma horaria mediante el
uso de dataloggers (Hobo U10) colocados dentro de tubos de PVC a la altura de los
capitulos. A su vez, se midieron los niveles de radiacion dentro y fuera de las carpas
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mediante un radiometro (Cavadevices). Los experimentos fueron conducidos sin
limitaciones hidricas, y libres de malezas, enfermedades e insectos, para lo cual se
realizaron desmalezados manuales y se aplicaron fungicidas e insecticidas cuando fue
necesario.

Fig. 2.2. Carpas utilizadas en los tratamientos de alta temperatura (izquierda) y techos utilizados en el
tratamiento control de menor temperatura (derecha).

Evaluacion del efecto de las diferentes estructuras del fruto de girasol en la
determinacion del nivel de dormicion a cosecha, y su relacion con el ambiente térmico
explorado por los frutos durante la etapa de llenado (Objetivo 2).

Experimento 1.1: con el objetivo de evaluar el efecto de las diferentes estructuras del
fruto (pericarpio, cubierta seminal verdadera y embrion) en la determinacion del nivel
de dormicidn, se efectuaron pruebas de germinacion de aquenios (fruto completo),
semillas (embrion manteniendo la cubierta seminal verdadera, pero habiendo removido
el pericarpio) y embriones (habiendo removido tanto la cubierta seminal verdadera
como el pericarpio) (Fig. 2.3). Las pruebas de germinacion fueron realizadas en forma
quincenal (desde los 15 hasta los 90 dias post-cosecha) con frutos provenientes del
ensayo de la fecha de siembra temprana del Experimento 1.

Experimento 1.2: con el objetivo de evaluar el efecto de las estructuras del fruto y su
relacion con el ambiente térmico explorado durante el llenado, se efectuaron pruebas de
germinacion de aquenios y embriones provenientes de la fecha de siembra temprana
(22/09/08) y tardia (02/12/08) del Experimento 1, y de los ambientes térmicos
diferenciales (alta temperatura durante todo el llenado vs. control) generados mediante
la implementacién de carpas de los Experimentos 2 y 3. Se efectuaron pruebas de
germinacion de semillas solo en el Experimento 3.

La dormicion impuesta por el pericarpio fue estimada a partir de la diferencia
observada entre el porcentaje de aquenios no germinados (i.e. dormidos) (fruto
completo) y el porcentaje de semillas no germinadas (habiendo removido el pericarpio).
La dormicién impuesta por la cubierta seminal verdadera fue estimada a partir de la
diferencia entre el porcentaje de semillas no germinadas y el porcentaje de embriones
no germinados (habiendo removido la cubierta seminal verdadera y el pericarpio). La
dormicion embrionaria fue estimada a partir del porcentaje de embriones no
germinados.
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Las pruebas de germinacion fueron realizadas a cosecha y/o durante la post-
cosecha a 11°C (exp. 1.1 y 1.2) y a 25°C (exp. 1.2) de incubacion, en un disefio
completamente aleatorizado con cuatro repeticiones de 25 aquenios, semillas o
embriones, segun corresponda. Desde el momento de cosecha hasta el momento de las
pruebas de germinacion transcurrieron de uno a cinco dias; durante este periodo la
semilla fue mantenida en una camara a 22°C en oscuridad.

Fig. 2.3. Cajas de Petri con muestras de semillas (i.e. embriones con cubierta seminal verdadera)
(izquierda), y embriones desnudos (derecha).

Evaluacion de la sensibilidad al ABA en funcion del ambiente térmico explorado por
los frutos durante el llenado y su relacion con el nivel de dormicion a cosecha (Objetivo

3).

Con el objetivo de evaluar si los efectos del ambiente térmico durante el llenado en
la determinacion del nivel de dormicidn se encontrarian relacionados a diferencias en la
sensibilidad al ABA de los frutos, tres repeticiones de 20 aquenios cada una,
provenientes de los tratamientos de alta temperatura durante todo el llenado y
tratamiento control del Experimento 3, fueron sometidas a un test de germinacion a
cosecha bajo los siguientes medios de incubacion:

Agua destilada

Agua destilada + Fluridone 100 uM

Agua destilada + Fluridone 100 uM + ABA 10 uM
Agua destilada + Fluridone 100 uM + ABA 50 uM

b=

El fluridone es un inhibidor de la sintesis de ABA. La inclusion de este
compuesto en el medio de incubacidén tuvo como objetivos: i. evaluar el efecto de la
inhibicion de la sintesis de novo de ABA (tratamiento 2) y ii. evitar la sintesis de esta
hormona durante el periodo de incubacion, de manera de evaluar sélo la sensibilidad al
ABA agregado en forma exogena (tratamientos 3 y 4).

Desde la cosecha hasta el inicio de la incubacion, transcurrieron 40 dias, durante
los cuales los lotes de semilla fueron mantenidos a 5°C en oscuridad. La metodologia
utilizada en las pruebas de germinacion se detalla en el apartado “Pruebas de
germinacion”.
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Pruebas de germinacion

Los aquenios, semillas y/o embriones (segun corresponda) fueron colocados en
cajas de Petri de 9 cm de didmetro sobre dos discos de papel de filtro conteniendo 5 ml
de agua destilada o los medios de incubacion detallados previamente. En los
tratamientos en los que se removid el pericarpio, el mismo fue cortado en la region
micropilar, cortando sélo el pericarpio y evitando dafiar el embrion. En los tratamientos
en los que se removid ademas la cubierta seminal verdadera, las semillas (el fruto sin el
pericarpio) fueron colocadas durante dos horas en cajas de Petri sobre un disco de papel
filtro conteniendo 3 ml de agua destilada o los medios de incubacion detallados
previamente, con el objetivo de hidratar la cubierta seminal verdadera previo a su
separacion del embrion, evitando asi dafiarlo.

Las cajas conteniendo los aquenios fueron incubadas a las temperaturas de 11°C
y 25°C, mientras que las cajas conteniendo las semillas y los embriones fueron
incubadas so6lo a 11°C debido a que en ensayos preliminares se observd que a 25°C la
germinacion de las semillas y de los embriones era muy rdpida y no permitia observar
diferencias entre tratamientos. Todas las cajas se mantuvieron en camaras con una
variacion de temperatura de =1 °C por un lapso de 20 dias. A los 20 dias desde el
comienzo de la incubacién se efectué6 un recuento de germinacioén, siendo la
visualizacion de la protrusion de la radicula el criterio para determinar la germinacion
de los aquenios, y la visualizacion de la elongacion de la radicula por 3 mm el criterio
para determinar la germinaciéon de las semillas y embriones. Todos los aquenios,
semillas y embriones que durante la incubacidon presentaron sintomas de pudricion, o
coloracion y aspecto diferente al resto eran descartados de las pruebas, representando
¢éstos valores entre 0% y 8%.

Analisis estadisticos

Los resultados fueron analizados mediante analisis de varianza, con un nivel de
significancia de 5% y test de Tukey para separacion de medias, utilizando el software
InfoStat (InfoStat version 2010. Grupo InfoStat, FCA, Universidad Nacional de
Cordoba, Argentina), asistido por R (R version 2.11.1 Copyright 2010. The R
Foundation for Statistical Computing).

Resultados

Efecto del ambiente térmico durante la etapa de llenado sobre el nivel de dormicion de
los frutos a cosecha (Objetivo 1).

Experimento 1: Generacion de diferentes ambientes térmicos durante la etapa de
llenado mediante variaciones en la fecha de siembra, y su relacion con el nivel de
dormicion.

» Caracterizacion del ambiente térmico durante el llenado de los frutos

Los parametros térmicos estimados muestran que el ambiente térmico explorado por
los frutos durante el llenado en la fecha de siembra mas tardia (02/12/08) fue de
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menores temperaturas que el de las fechas de siembra temprana e intermedia (22/09/08
y 22/10/08) (Cuadro 2.1), las cuales presentaron ambientes térmicos similares.

Las mayores diferencias observadas en el ambiente térmico durante la etapa de
llenado entre las dos primeras y la ultima fecha de siembra tuvieron lugar entre las 10 y
las 18 hs. Estas diferencias en el ambiente térmico se produjeron principalmente hacia
fines de la etapa de llenado, a partir de los 23 dias desde antesis (DDA) (Cuadro 2.1.,
Fig. 2.4).

Cuadro 2.1. Caracterizacion del ambiente térmico, radiativo y fotoperiodico durante la etapa de llenado
de los frutos en las diferentes fechas de siembra del Experimento 1. El valor de fotoperiodo fue
determinado a los 15 dias desde primera antesis. Los valores entre paréntesis indican el desvio estdndar.
Los datos fueron tomados de una estacidon meteorologica ubicada a 200 metros de las parcelas
experimentales.

Parametro Temprana Intermedia Tardia
(22/09/08) (22/10/08) (02/12/08)
Temperatura media de 10 a 18 hs (°C) 26.6 (3.7) 26.3 (3.7) 23.8 (3.6)
Temperatura media diaria (°C) 21.5(5.5) 21.1 (5.6) 19.7 (4.6)
Temperatura minima media (°C) 20.5 (5.5) 20.1 (5.6) 18.8 (4.5)
Temperatura maxima media (°C) 22.6 (5.6) 22.3 (5.6) 20.6 (4.6)
Temperatura minima absoluta (°C) 7.5 6.9 9.5
Temperatura maxima absoluta (°C) 353 35.0 339
Temperatura media de 10 a 18 hs (Antesis a 22 DDA) 25.9 (4.0) 26.4 (3.5) 24.0 (4.0)
Temperatura media de 10 a 18 hs (23 DDA a MF) 28.0 (2.6) 26.2 (3.9) 23.4(2.9)
Radiacién media 10 a 18 hs (mJ/m?) 3.2(1.5) 32(14) 2.6(1.4)
Fotoperiodo a los 15 DDA (hs) 14.2 14.1 13.1




37

[ 2]
o
]

= Temprana (26.6°C)
— Intermedia {26.3°C)
==« Tardia (23.8°C)

Temperatura media 10 a 18 hs (°C)

1 1
5 M0 15 20 25 30 35 40
Dias desde primera antesis

Fig. 2.4. Temperatura media diaria medida desde las 10 hs hasta las 18 hs para la fecha de siembra
temprana (linea gruesa), intermedia (linea delgada) y tardia (linea punteada) en funcion de los dias desde
primera antesis. Las lineas sobre el grafico indican la duracion del periodo de llenado hasta madurez
fisioldgica en cada una de las fechas de siembra. Los valores entre paréntesis en la referencia indican la
temperatura media de 10 a 18 hs para todo el periodo.

» Caracterizacion del llenado de granos

Los aquenios provenientes del ensayo de fecha de siembra tardia presentaron
una tasa de llenado significativamente menor a la fecha de siembra temprana (p<0.001)
e intermedia (p=0.0086), las cuales no presentaron diferencias significativas entre si
(p=0.4789). No existieron diferencias significativas en la duracion del llenado entre las
tres fechas de siembra (p=0.5805) (Fig. 2.5). Las diferencias observadas en la tasa de
llenado determinaron que los aquenios de la fecha de siembra tardia presentasen un peso
seco final (i.e. 39.3 mg + 1.65) significativamente inferior al observado para aquenios
cosechados de la fecha de siembra temprana e intermedia (66.2 + 2.53 y 65 mg + 2.68,
respectivamente) (Fig. 2.5).
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Fig. 2.5. Dinamica del llenado de los aquenios provenientes de la fecha de siembra temprana (circulos),
intermedia (tridngulos), y tardia (cuadrados). Las flechas indican el momento de madurez comercial (MC)
para cada caso. Las barras verticales indican el error estandar. La ecuacion que corresponde a las rectas de
ajuste para la fecha temprana, intermedia y tardia es y= 2.2x — 8.3 (R* =0.92); y= 2x — 4.5 (R’=0.88); y=
1.1x — 1.6e-11 (R*=0.79), respectivamente.
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= Nivel de dormicion a cosecha

Los porcentajes de germinacion a cosecha de los aquenios provenientes de la
fecha de siembra temprana e intermedia a 25°C de incubacion fueron casi nulos,
indicando un alto nivel de dormicion. Los aquenios provenientes de la fecha de siembra
tardia, presentaron valores de germinacion a cosecha cercanos al 50%, evidenciando un
menor nivel de dormicion que aquellos provenientes de fechas de siembra mas
tempranas (Fig. 2.6). La fecha de siembra tardia alcanzo valores de germinacion del
100% a los 30 dias post-cosecha, mientras que la fecha de siembra intermedia y
temprana alcanzaron ese porcentaje de germinacion recién a los 60 y 75 dias post-
cosecha, respectivamente.

Al exponer a estos aquenios a una temperatura de incubacion mas baja (11°C),
aquellos provenientes de las fechas de siembra temprana e intermedia mantuvieron
porcentajes de germinacion practicamente nulos durante todo el periodo de post-cosecha
evaluado, mientras que aquellos provenientes de la fecha de siembra tardia presentaron
porcentajes de germinacion de 40% y 100% a los 60 y 75 dias post-cosecha,
respectivamente, mostrando una salida de la dormicién anticipada en relacion a lo
observado en las fechas de siembra temprana e intermedia (Fig. 2.7).
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Fig. 2.6. Porcentaje de germinaciéon a 25°C de aquenios provenientes de la fecha de siembra temprana
(circulos), intermedia (tridngulos) y tardia (cuadrados), en funcion de los dias desde cosecha. Las barras
indican el error estandar. Durante la post-cosecha los aquenios se mantuvieron almacenados a 25°C en
seco.
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Fig. 2.7. Porcentaje de germinacion a 11°C de aquenios provenientes de la fecha de siembra temprana
(circulos), intermedia (triangulos) y tardia (cuadrados), en funcion de los dias desde cosecha. Las barras
indican el error estandar. Durante la post-cosecha los aquenios se mantuvieron almacenados a 25°C en
seco.

Experimento 2: Generacion de diferentes ambientes téermicos durante la etapa de
llenado mediante el uso de carpas, y su relacion con el nivel de dormicion.

» Caracterizacion del ambiente térmico durante el llenado de los frutos

En el Experimento 2, la colocacion de las carpas generd ambientes térmicos
diferenciales durante el periodo de llenado, observandose un aumento significativo en
los valores térmicos registrados en el tratamiento de “alta temperatura” (Cuadro 2.2,
Fig. 2.8). Si bien en este ultimo tratamiento se registrd una temperatura maxima media y
absoluta relativamente altas, esto no afectd el normal desarrollo del cultivo. Las
mayores temperaturas registradas en el ambiente testigo del presente experimento
(Cuadro 2.2) en comparacion con los valores registrados en el experimento 1 (Cuadro
2.1) se debieron posiblemente a las diferencias en el instrumental utilizado para el
registro de temperaturas en ambos experimentos. En este experimento se utilizaron
dataloggers colocados dentro de tubos de PVC en el canopeo del cultivo, mientras que
en el experimento de fechas de siembra se utilizaron los datos registrados por una
estacion meteorologica ubicada a 200 metros de los ensayos.

Cuadro 2.2. Caracterizacion del ambiente térmico durante la aplicacion de los tratamientos del
experimento 2. Los datos fueron tomados por medio de dataloggers ubicados dentro de cada carpa. Letras
diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos. Los valores entre paréntesis indican el
desvio estandar.

Temperatura durante la aplicacion de los tratamientos (°C)
Tratamiento Media de 10 a Media Minima Maxima Minima Maxima
18 hs diaria media media absoluta absoluta
Alta temp. 37.7b (4.8) 27.2b(2.8) 152a(3.1) 43.7b (4.2) 8.3a(0.12) 48.8 b (0.65)
Testigo 32.1a(4.1) 252a(2.7) 16 b (3.0) 36.5a(3.9) 9.1b(0.14) 42.8 a(0.39)
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Fig. 2.8. Temperatura media diaria medida desde las 10 hs hasta las 18 hs para el tratamiento de alta
temperatura durante el llenado (linea llena), y para el tratamiento testigo (linea punteada) en funcién de
los dias desde antesis. Las lineas sobre el grafico indican la duracion del periodo de llenado hasta
madurez fisiologica.

El valor medio diario de humedad relativa correspondiente al ambiente de alta
temperatura fue de 70.1% (£8.8) y el correspondiente al ambiente testigo de menor
temperatura fue de 65.1% (£11.2). En la figura 2.9 se observa la dinamica de los valores
de humedad relativa en los tratamientos de alta temperatura y testigo durante el periodo
de aplicacion de los tratamientos. En cuanto al valor de radiacion registrado bajo las
carpas respecto a la radiacion en el exterior, éste se mantuvo en el orden del 81.9%
(+£2.25).
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Fig. 2.9. Dinamica del porcentaje de humedad media diaria registrado en el tratamiento de alta
temperatura durante el llenado (linea llena) y en el tratamiento testigo (linea punteada) en funcion de los
dias desde antesis.

= Caracterizacion del llenado
Los aquenios provenientes del tratamiento de alta temperatura durante el llenado

presentaron menor tasa de llenado que aquellos provenientes del tratamiento testigo
(p=0.0015) (Fig. 2.10). No se registraron diferencias significativas en la duracion del
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llenado de los aquenios provenientes de ambos ambientes térmicos (p=0.2309) (Fig.
2.10). Las diferencias observadas en la tasa de llenado determinaron que los aquenios
del tratamiento de alta temperatura presentasen un peso seco final (45.7 mg + 1.5)
significativamente inferior al observado para el tratamiento testigo (61.2 mg + 2.9)
(Fig. 2.10).
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Fig. 2.10. Dinamica del llenado de los aquenios provenientes del tratamiento de alta temperatura durante
el llenado (cuadrados) y del tratamiento testigo (circulos). La flecha indica el momento de madurez
comercial (MC) para ambos tratamientos. Las barras indican error estdndar. La ecuaciéon que
corresponde a las rectas de ajuste para el tratamiento de alta temperatura y testigo es y= 1.8x — 8.7 (R*=
0.95); y=1.3x-0.84 (R>=0.93), respectivamente.

»  Nivel de dormicion a cosecha

Los aquenios expuestos a ambos tratamientos térmicos durante el llenado
presentaron porcentajes de germinacion muy bajos a cosecha, evidenciando altos niveles
de dormicion al ser incubados a 25°C. Sin embargo, a los quince dias luego de cosecha
aquellos provenientes del tratamiento testigo mostraron una disminucion significativa de
su nivel de dormicion, alcanzando un 60% de germinacion a los treinta dias luego de la
cosecha, mientras que los expuestos a mayores temperaturas durante el llenado atn
presentaban valores de germinacion de solo 20%. A los 45 dias luego de la cosecha, los
aquenios provenientes del tratamiento testigo alcanzaron el 100% de germinacion,
mientras que los expuestos a mayores temperaturas aun no superaban el 70% de
germinacion, mostrando una dindmica de salida de la dormiciéon mas lenta que la
observada en los provenientes del tratamiento testigo de menor temperatura durante el
llenado (Fig. 2.11).

Al ser incubados a una temperatura menor (11°C), los aquenios presentaron
porcentajes de germinacion casi nulos durante todo el periodo de post-cosecha evaluado,
independientemente del tratamiento térmico al que habian sido expuestos durante el
llenado y evidenciando altos niveles de dormicion bajo estas condiciones de incubacion
(Fig. 2.12).
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Fig. 2.11. Porcentaje de germinaciéon a 25°C de los aquenios provenientes del tratamiento de alta
temperatura durante el llenado (cuadrados) y del tratamiento testigo (circulos) en funcion de los dias
desde cosecha. Durante la post-cosecha los aquenios se mantuvieron almacenados a 25°C en seco.
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Fig. 2.12. Porcentaje de germinacion a 11°C de los aquenios provenientes del tratamiento de alta
temperatura durante el llenado (cuadrados) y del tratamiento testigo (circulos) en funcién de los dias
desde cosecha. Durante la post-cosecha los aquenios se mantuvieron almacenados a 25°C en seco.

Experimento 3. Generacion de diferentes ambientes térmicos en distintos momentos de
la etapa de llenado mediante el uso de carpas, y su relacion con el nivel de dormicion.

Caracterizacion del ambiente térmico durante el llenado de los frutos

En el Experimento 3, se utilizaron carpas de polietileno con el objetivo de
generar cuatro tratamientos basados en ambientes térmicos diferenciales durante el
llenado de los granos, observandose diferencias en la temperatura media de 10 a 18 hs,
media diaria, maxima media y maxima absoluta como resultado de la aplicacion de los
tratamientos (Cuadro 2.3). En los tratamientos de alta temperatura durante el llenado, si
bien se registrd una temperatura maxima media y absoluta relativamente altas, esto no
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afect6 el normal desarrollo del cultivo. EI aumento en la temperatura explorada por las
plantas producto de la implementacion de la carpas en los distintos momentos durante
el llenado puede ser claramente observado en la marcha diaria de la temperatura media
medida desde las 10 a las 18 hs (Fig. 2.13).

Cuadro 2.3. Caracterizaciéon del ambiente térmico durante la primera etapa de aplicaciéon de los
tratamientos térmicos (desde los 13 hasta los 26 dias DDA, AT1), la segunda etapa (desde los 27 hasta los
46 DDA, AT2), ambas ectapas (desde los 13 hasta los 46 DDA, AT1,2) y tratamiento testigo (T). Los
datos fueron tomados por medio de dataloggers ubicados dentro de cada carpa. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre tratamientos. Los valores entre paréntesis indican el desvio estandar.

Temperatura durante la aplicacion de los tratamientos (°C)
Tratamiento 1°etapa 2°etapa 1°etapa 2°etapa
Media de 10 a 18 hs Media diaria
AT1 356(5.5)b 329(5.7)a 26.1(3.2)b 264 (2.5)a
AT2 309(33.8)a 36.5(6.4)b 244(29)a 28.0(2.8)b
ATI1,2 344 (5.5)b 36.3(6.6)b 2573.1)b 276 (2.7)b
T 3033.1)a 32.1(5.2)a 241 (2.7)a 26.0(2.2)a
Minima media Maxima media
ATI 162 (3.7)a 18.7(1.9)a 394(5.1)b 36.1(5.8)a
AT2 16.1 3.7)a 18.6(1.8)a 356(4.4)a 40.6 (6.2) b
AT1,2 162(3.7)a 18.6(1.8)a 374 (5.6)a 40.1 (6.4)b
T 162 (3.8)a 18.7(1.9)a 33.6(3.6)a 347(5.2)a
Minima absoluta Maxima absoluta

AT1 10.3(3.7)a 152(1.9)a 46.0 (5.1)b 422 (5.8)a
AT2 104 (3.7)a 155(1.8)a 42.7(4.4)a 47.0(6.2)b
ATI1,2 10.1 (3.7)a 156(1.8)a 44.0 (5.6)a 46.1 (6.4)b
T 10.3(3.8)a 152(1.9)a 38.7(3.6)a 404 (5.2)a
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Fig. 2.13. Temperatura media diaria medida desde las 10 hs hasta las 18 hs, en funcion de los dias desde
antesis para el tratamiento de alta temperatura durante la primera etapa de aplicacion de los tratamientos
térmicos (13 a 26 DDA, linea llena, AT1) y durante la segunda etapa (27 a 46 DDA, linea punteada, AT2)
(A), y durante ambas etapas (13 a 46 DDA, linea llena, AT1,2) y tratamiento testigo (linea punteada, T)

(B).

El valor medio diario de humedad relativa para todos los ambientes térmicos
correspondiente a la primera etapa de aplicacion de los tratamientos térmicos se
encontrdé dentro del rango de 76.5 a 81.1 %, y a la segunda etapa, dentro del rango
74.8% a 77.0 % (Cuadro 2.4). En cuanto al valor de radiacion registrado bajo las carpas
respecto a la radiacion en el exterior, éste se mantuvo en el orden del 82% (£2.2).
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Cuadro 2.4. Humedad relativa media diaria para la primera etapa de aplicacion de los tratamientos
térmicos (desde los 13 hasta los 26 DDA, AT1), la segunda etapa (desde los 27 hasta los 46 DDA, AT2),
ambas etapas (desde los 13 hasta los 46 DDA AT1,2) y tratamiento testigo (T). El valor entre paréntesis
corresponde al desvio estandar.

. Humedad relativa media diaria (%)
Tratamiento
1° etapa 2° etapa
ATl 78.9 (3.2) 75.0 (2.5)
AT2 76.5(2.9) 74.9 (2.8)
AT1,2 81.1 (3.0) 74.8 2.7)
T 76.9 (2.7) 77.0(2.2)

s Caracterizacion del llenado

Se observaron diferencias significativas en la tasa (p=0.0025), y en la duracion del
llenado (p=0.0277) entre los diferentes ambientes térmicos evaluados. El tratamiento T
(testigo) y el tratamiento AT2 (alta temperatura durante la segunda etapa de llenado)
presentaron tasas similares entre si, y superiores a los tratamientos AT1,2 y AT1 (alta
temperatura durante todo el llenado y alta temperatura durante la primera etapa de
llenado, respectivamente); estos ultimos no mostraron diferencias entre si. A su vez, el
tratamiento T present6é una mayor duracion del llenado que el resto de los tratamientos,
entre los cuales no se observaron diferencias significativas (Fig. 2.14). Las diferencias
observadas en la tasa y duracion del llenado determinaron diferencias en los pesos secos
finales entre tratamientos. Los aquenios del tratamiento T presentaron un peso seco final
significativamente superior al observado en los demds tratamientos (60.7 mg + 1.8),
mientras que los aquenios del tratamiento AT2 presentaron un peso seco final
intermedio (54.4 mg + 2.9). Por ultimo, los aquenios de los tratamientos AT1,2 y ATI
presentaron un peso seco final significativamente menor a los demas tratamientos (44.4
mg + 2.7y 42.4 mg + 4.4 respectivamente) (Fig. 2.14).
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Fig. 2.14. Dinamica del llenado de los aquenios provenientes del tratamiento de alta temperatura durante
la primera etapa de aplicacion de los tratamientos térmicos (13 a 26 DDA, AT1: A), durante la segunda
etapa (27 a 46 DDA, AT2:V), ambas etapas (13 a 46 DDA, AT1,2: O), y testigo (T:O). Las barras
horizontales indican la ventana de aplicacion de los tratamientos y la flecha vertical indica el momento de
cosecha. Las barras verticales indican el error estandar. La ecuacion que corresponde a las rectas de ajuste
para los tratamientos AT1, AT2, AT1,2 y T son: y=1.3x-1.8¢™"® (R%=0.90); y=2x-9.7 (R’=0.90); y=1.4x-
0.18 (R*=0.80); y=1.8x-3.6 (R?=0.90), respectivamente.

= Nivel de dormicion

Al igual que lo observado en el experimento 2, el porcentaje de germinacion de
los aquenios provenientes del tratamiento de alta temperatura durante todo el llenado
(AT1,2) fue menor que en el tratamiento testigo (T), indicando un mayor nivel de
dormicién en aquenios expuestos a un ambiente de mayor temperatura. El tratamiento
de alta temperatura en la primera etapa de aplicacion de los tratamientos térmicos
(AT1) presentd similar porcentaje de germinacion que el tratamiento testigo a los 12
dias desde cosecha, mientras que mostrd porcentajes levemente inferiores a los 32 y 52
dias desde cosecha. Por el contrario, el tratamiento de alta temperatura durante la
segunda etapa (AT2) presentd porcentajes de germinacion significativamente inferiores
al tratamiento testigo, siendo el tratamiento que determind menores porcentajes de
germinacion, y en consecuencia, el de mayores niveles de dormicion durante el periodo
evaluado (Fig. 2.15).
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Fig. 2.15. Porcentaje de germinacion a 25°C de aquenios cosechados de los tratamientos testigo (T), alta
temperatura durante la primera etapa de aplicacion de tratamientos térmicos (AT1), durante la segunda
etapa (AT2) y durante ambas etapas (AT1,2) en funcion de los dias desde cosecha. Las barras verticales
indican error estandar.

Efecto de las diferentes estructuras del fruto de girasol en la determinacion del nivel de
dormicion a cosecha y su relacion con el ambiente térmico explorado por los frutos
durante la etapa de llenado (Objetivo 2).

Experimento 1.1: en un ensayo preliminar, y con el objetivo de evaluar el efecto del
pericarpio, de la cubierta seminal verdadera y del embrion en la determinacion del nivel
de dormicion observado en los aquenios, se efectuaron pruebas de germinacion de
aquenios, semillas y embriones a 11°C (Fig. 2.16).

A los quince dias post-cosecha, la germinacion de los aquenios fue nula. La
remocion del pericarpio determind un aumento del 12% en el porcentaje de germinacion
(germinacion de semillas), mientras que la remocion tanto del pericarpio como de la
cubierta seminal verdadera, determind porcentajes de germinacion del 51.5%
(germinacion de embriones). Asi, la dormicion impuesta por las cubiertas explicod el
51.5% de la dormicién observada en los aquenios. De ese porcentaje, el pericarpio
explico el 12% y la cubierta seminal verdadera explico el 39.5% (i.e. 51.5-12%). En
cuanto a la dormicion embrionaria, la misma explico el 48.5% (i.e. 100-51.5%) de la
dormicion observada en los aquenios.

A los treinta dias post-cosecha, los embriones aislados de las cubiertas
germinaron completamente, mientras que los aquenios presentaron porcentajes de
germinacion de solo 2%, indicando altos niveles de dormicion. En este sentido, las
cubiertas (pericarpio + cubierta seminal verdadera) explicaron el 100% de la dormicion
expresada por los aquenios. Asi, de la dormicion de los aquenios, el pericarpio explico
aproximadamente el 40% y la cubierta seminal verdadera, el 60%, ya que la remocion
de estas estructuras incrementd el porcentaje de germinacion en esos valores
respectivamente (Fig. 2.16).

Resultados similares se observaron a los 45, 60 y 75 dias post-cosecha, en los
que la remocidn de la cubierta seminal verdadera condujo a incrementos de entre el 65%
y el 80%, y el pericarpio, entre 15% y 30% dependiendo del momento post-cosecha. A
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los 90 dias post-cosecha, la remocion de la cubierta seminal verdadera y del pericarpio
aumentaron los porcentajes de germinacion en un 40% cada uno.
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Fig. 2.16. Porcentaje de germinacién a 11°C, de aquenios (columnas vacias), semillas (columnas
punteadas) y embriones (columnas llenas), en funcion de los dias desde cosecha. Las barras verticales
indican error estandar.

Experimento 1.2: con el objetivo de evaluar si los aumentos en el nivel de dormicion a
cosecha por efecto de la temperatura estuvieron asociados a aumentos en la dormicién
embrionaria y/o por cubiertas, durante las campafia 2008-2009 y 2009-2010 se
efectuaron pruebas de germinacion de aquenios y de embriones provenientes de
diferentes ambientes térmicos durante el llenado generados mediante diferencias en las
fechas de siembra (Experimento 1), o bien, de manera controlada mediante el uso de
carpas de polietileno (Experimentos 2 y 3).

Hasta los 45 dias post-cosecha, los aquenios provenientes de la fecha de siembra
temprana (mayor temperatura durante el llenado) y tardia (menor temperatura durante el
llenado) del Experimento 1, presentaron valores de germinacion nulos al ser incubados
a 11°C (Fig. 2.17). Sin embargo, a los 75 dias post-cosecha los aquenios provenientes
de la fecha de siembra tardia alcanzaron un porcentaje de germinacion del 100%,
mientras que los aquenios provenientes de la fecha temprana mantuvieron porcentajes
de germinacion practicamente nulos durante todo el periodo evaluado, evidenciando
muy altos niveles de dormicion.

En cuanto a los porcentajes de germinacién de los embriones aislados de las
cubiertas, se observd un comportamiento opuesto al observado en los aquenios. Es
decir, los embriones provenientes de la fecha de siembra temprana presentaron
porcentajes de germinacion superiores a los observados en la fecha de siembra tardia
entre los 15 y 60 dias post-cosecha. Asi, por ejemplo, a los 45 dias post cosecha, los
embriones provenientes de la fecha de siembra temprana presentaron porcentajes de
germinacion del 100%, mientras que los provenientes de la fecha de siembra tardia atn
presentaban un 20% de germinacion, alcanzando el 100% de germinacion recién a los
75 dias post-cosecha (Fig. 2.17).
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Fig. 2.17. Porcentaje de germinacion a 11°C de incubacion en funcion de los dias desde cosecha, de
aquenios (triangulos) y embriones (circulos) provenientes de la fecha de siembra temprana (simbolos
oscuros) y tardia (simbolos claros). Las barras indican error estandar. Los valores entre paréntesis en la
referencia indican la temperatura media de 10 a 18 hs para todo el periodo. Durante la post-cosecha, los
aquenios se mantuvieron almacenados a 25°C en seco.

Los aquenios provenientes del Experimento 2 (campana 2008-2009), también
presentaron altos niveles de dormicidon al ser incubados a 11°C al momento de la
cosecha (Fig. 2.18). Sin embargo, a los 90 dias post-cosecha, los aquenios provenientes
del ambiente testigo evidenciaron un leve aumento en el porcentaje de germinacion
(20%), mientras que los provenientes del ambiente de alta temperatura mantuvieron
porcentajes de germinacion nulos.

En relacion al comportamiento de los embriones, hasta los 30 dias post-cosecha
aquellos provenientes del ambiente de alta temperatura durante el llenado presentaron
mayores porcentajes de germinacion que aquellos provenientes del ambiente de menor
temperatura (Fig. 2.18). Posteriormente los embriones provenientes de ambos
tratamientos presentaron valores similares de germinacion, alcanzando un 100% de
germinacion a los 45 dias post-cosecha.
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Fig. 2.18. Porcentaje de germinacion a 11°C de aquenios (tridngulos) y embriones (circulos),
provenientes del ambiente de alta temperatura durante el llenado (simbolos oscuros), y del ambiente
testigo de menor temperatura durante el llenado (simbolos claros), en funcion de los dias desde cosecha.
Las barras indican error estandar. Durante la post-cosecha los aquenios se mantuvieron almacenados a
25°C en seco.

Al igual que lo observado en los experimentos 1 y 2, los niveles de dormicion a
cosecha de los aquenios del Experimento 3 fueron elevados, mostrando porcentajes de
germinacion casi nulos al ser incubados a 11°C (Fig. 2.19). Cuando se removid
solamente el pericarpio, las semillas provenientes del ambiente térmico de mayor
temperatura durante el llenado (AT1,2) no superaron el 10% de germinacion, mientras
que aquellas semillas provenientes del tratamiento testigo (T) alcanzaron porcentajes de
germinacion del 40% (Fig. 2.19). Solo cuando se removid el pericarpio mas la cubierta
seminal verdadera, los embriones provenientes del ambiente ATI1,2 disminuyeron
significativamente su nivel de dormicién, germinando cerca del 90% (Fig. 2.19),
mientras que los provenientes del ambiente T germinaron en valores cercanos al 50%,
un valor similar al observado sin haber removido la cubierta seminal verdadera (Fig.
2.19).
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Fig. 2.19. Porcentaje de germinacion a 11°C de aquenios, semillas y embriones provenientes de aquenios
expuestos a alta temperatura durante el llenado (AT1,2, columnas negras) y al tratamiento testigo de
menor temperatura durante el llenado (T, columnas rayadas). Las barras verticales indican error estandar.
Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos.
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Cuando el mismo lote de frutos fue incubado a 25°C, el porcentaje de
germinacion de los aquenios provenientes del ambiente AT1,2 fue menor (i.e. mayor
nivel de dormicion) que el observado en los aquenios del ambiente T (Fig. 2.20). La
remocion del pericarpio no tuvo efectos significativos sobre la germinacion de las
semillas provenientes del ambiente AT1,2, mientras que aumento6 significativamente la
germinacion de las semillas provenientes del ambiente T. Al igual que lo observado a
11°C de incubacion, sélo cuando se removid el pericarpio mas la cubierta seminal
verdadera, los embriones provenientes del ambiente AT1,2 incrementaron su porcentaje
de germinacién, no expresando dormicion embrionaria a esta temperatura (Fig. 2.20).

07 2 LHE C y
= 80+ z
I %
= a a /
£ 401 /
; /
© 201 /

Fig. 2.20. Porcentaje de germinacion a 25°C de aquenios, semillas y embriones provenientes de aquenios
expuestos a alta temperatura durante el llenado (AT1,2, columnas negras) y al tratamiento testigo de
menor temperatura durante el llenado (T, columnas rayadas). Las barras verticales indican error estandar.
Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos.

Sensibilidad al ABA en funcion del ambiente térmico explorado por los frutos durante
el llenado y su relacion con el nivel de dormicion a cosecha (Objetivo 3).

En la figura 2.21 se observa, nuevamente, que los aquenios provenientes del
tratamiento de alta temperatura durante el llenado presentaron mayores niveles de
dormicion que los aquenios del tratamiento testigo cuando fueron incubados en agua a
25°C. El agregado de fluridone, determind un aumento significativo de los porcentajes
de germinacion en ambos tratamientos en relacion a lo observado en los aquenios
incubados en agua. En forma contraria, el agregado de ABA 10 uM al medio de
incubacion disminuyd los niveles de germinacion respecto a los observados en el
tratamiento control (fluridone), sin observarse diferencias entre los tratamientos
térmicos. Sin embargo, el agregado de ABA 50 uM condujo a una respuesta diferencial
entre ambos tratamientos, dado que disminuydé en mayor medida el porcentaje de
germinacion respecto al medio control (fluridone) en los aquenios expuestos al
ambiente de alta temperatura durante el llenado que en los aquenios expuestos al
ambiente testigo (Fig. 2.21).
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Fig. 2.21. Porcentaje de germinacion a 25°C de aquenios a los 40 dias post-cosecha, provenientes del
ambiente de alta temperatura durante el llenado (AT1,2, columnas negras) y tratamiento testigo de menor
temperatura (T, columnas rayadas), en agua, fluridone 100 uM (F), fluridone 100 uM + ABA 10 uM
(F+ABA10) 6 50 uM (F+ABAS50). Las barras verticales indican error estandar. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre los tratamientos. Durante la post-cosecha los aquenios se mantuvieron
almacenados a 5°C en seco.

Discusion y conclusiones

Las condiciones ambientales exploradas por las semillas y/o frutos durante su
desarrollo y maduracion en la planta madre (i.e. llenado de granos) pueden afectar el
nivel de dormicion de las mismas a cosecha (Fenner, 1991). Los resultados obtenidos en
los experimentos descriptos en el presente capitulo aportan claras evidencias de que el
ambiente térmico explorado por los frutos de girasol durante la etapa de llenado afecta
el nivel de dormicién de los mismos a cosecha y su posterior dindmica de salida de la
dormicion. En este sentido, ambientes de mayores temperaturas durante el llenado, se
asociaron con mayores niveles de dormicién de los aquenios a cosecha y durante la
post-cosecha (Fig. 2.6, 2.7, 2.11 y 2.15). Tanto los experimentos de diferentes fechas de
siembra como los de aplicacion de ambientes térmicos diferenciales durante el llenado
de manera controlada evidenciaron este tipo de asociacion. Las diferencias en el nivel de
dormicion de los frutos segiin el ambiente térmico al que se expusieron durante el
llenado se observaron a “baja” (11°C) y “alta” (25°C) temperatura de incubacion (Fig.
2.6 y 2.7; 2.19 y 2.20). Estos resultados, obtenidos mediante ensayos conducidos en
condiciones de campo bajo un régimen térmico variable y utilizando las mismas
practicas que las aplicadas en el proceso de produccion de semilla hibrida a nivel
comercial, son consistentes con los resultados obtenidos bajo condiciones controladas y
temperaturas constantes por Fonseca (2000) y Rodriguez et al. (2003). En el trabajo de
Fonseca (2000) esta respuesta se observd para los tratamientos de temperaturas mas
contrastantes (12.9 vs 35°C, y 24.4 6 26.1 vs 31.6°C), no observandose diferencias
significativas en los niveles de dormicion de los frutos provenientes de los ambientes
menos contrastantes (24.4 y 26.1°C). Rodriguez et al. (2003) realizaron ensayos donde
se expusieron las plantas de girasol a temperaturas contrastantes (25 y 35°C) durante
todo el llenado, o durante breves periodos (7 dias). En estos ensayos, la exposicion a
altas temperaturas también resultd en mayores niveles de dormicion de los frutos, pero
solo cuando se aplicaron durante todo el llenado, ya que los periodos de 7 dias de alta
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temperatura no afectaron el nivel de dormicion de los mismos. En el presente capitulo se
observé que un periodo de 19 dias de exposicion a “altas” temperaturas, particularmente
hacia finales del llenado, seria suficiente para determinar diferencias en el nivel de
dormicién de los frutos a cosecha (Fig. 2.15). Por otro lado, en los experimentos del
presente capitulo, las diferencias de temperatura media diaria entre los ambientes de
mayor y menor temperatura durante el llenado fueron de alrededor de 2°C (Cuadro 2.1,
2.2 y 2.3), mientras que en el trabajo de Rodriguez et al. (2003) y Fonseca (2000) fueron
mayores (10°C y 7 6 22°C, respectivamente). Estas observaciones permiten suponer que
aun pequenas diferencias en la temperatura media diaria en condiciones de cultivo a
campo, podrian determinar diferencias significativas en el nivel de dormicion a cosecha
y en el patrén de salida de la dormicion durante la post-cosecha.

Los resultados descriptos en este capitulo indican que, para el hibrido evaluado, la
dormicién primaria se expresa mayormente a bajas temperaturas, dado que los aquenios
incubados a 11°C presentaron menores valores de germinacion que aquellos a 25 °C
(Fig. 2.6 y 2.7, Fig. 2.11 y 2.12, Fig. 2.19 y 2.20). También se observé que a medida
que los aquenios salen de la dormicion adquieren paulatinamente la capacidad de
germinar a temperaturas cada vez mas bajas, explicando de este modo los resultados
obtenidos, en donde los aquenios en un principio comenzaron a germinar a 25°C (Fig.
2.6) y posteriormente adquirieron la capacidad de germinar a 11°C (Fig. 2.7). Estas
observaciones son consistentes con las reportadas por Corbineau et al. (1990), en las
que la pérdida paulatina de la dormiciéon de los aquenios fue acompanada por un
aumento de la capacidad de los mismos de germinar a bajas temperaturas (5°C a 15°C),
asi como a temperaturas mayores a la optima. Si bien se ha reportado en algunos
trabajos previos que la imposibilidad de los aquenios de germinar a bajas temperaturas
de incubacion (menores a 25°C), se debia principalmente a una dormicion embrionaria
(Corbineau et al., 1990), los resultados del presente trabajo indicarian que la dormicién
impuesta por las cubiertas también explicaria una proporcion importante de la
dormicion observada en los aquenios incubados a bajas temperaturas (Fig. 2.16),
especialmente cuando se experimentan ambientes de mayores temperaturas durante el
llenado (Fig. 2.17,2.18 y 2.19).

Los resultados obtenidos sugieren, ademds, que la regulacion del nivel de
dormicion a cosecha ejercida por el ambiente térmico explorado por los frutos tendria
lugar en las etapas finales del llenado-inicio de secado en la planta madre (Fig. 2.15).
Asi, ambientes térmicos diferenciales hacia las etapas finales del llenado determinarian
diferencias en el nivel de dormicién a cosecha, mientras que ambientes térmicos
diferenciales en las etapas iniciales del llenado no conducirian a diferencias
significativas en el nivel de dormicion. Segun los resultados obtenidos en el presente
capitulo, la exposicion a mayores temperaturas a partir de los 454°Cd desde antesis
(temperatura base 6°C; Pereyra-Irujo y Aguirrezabal, 2007) tuvo efectos significativos
en el nivel de dormicion, mientras que la exposicion a un ambiente similar previo a los
454°Cd no tuvo efectos significativos. Un patrén de respuesta similar fue reportado en
cebada, en donde la temperatura experimentada por los frutos hacia fines del llenado
(i.e. 300-350 °Cd desde el inicio de llenado de grano, temperatura base 5.5°C) fueron
las que presentaron mayor correlacion con los niveles de dormicion observados a
cosecha (Rodriguez ef al., 2001). Es importante destacar que la relacion observada en
cebada fue inversa a la reportada en este trabajo para girasol, en el caso de cebada, altas
temperaturas hacia finales del llenado determinaron un menor nivel de dormicion de los
frutos. La cebada es un cereal de invierno, mientras que el girasol es un cultivo de
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verano, lo cual podria estar relacionado con el efecto opuesto que ejercen las altas
temperaturas en la fase tardia del llenado sobre el posterior nivel de dormicion.

El mayor nivel de dormicidon observado en los frutos expuestos a mayores
temperaturas en la segunda etapa de llenado (AT2) en relacion a lo observado en
aquellos expuestos a mayores temperaturas durante todo el llenado (ATI1,2) en el
experimento 3 (Fig. 2.15) podria deberse a que los primeros estuvieron expuestos a
temperaturas levemente superiores en la segunda etapa del llenado (Cuadro 2.3).
Asimismo, estas diferencias también podrian estar asociadas al hecho de que la
ocurrencia de ambientes de alta temperatura en forma “abrupta” durante el llenado
tuviese un efecto diferencial sobre el nivel de dormicion que la exposicion durante
periodos mas prolongados (i.e. todo el llenado). Se requerirdn futuras investigaciones
para comprender los posibles mecanismos involucrados en estas respuestas.

En relacion a la magnitud de los efectos observados en los distintos experimentos
realizados, el retraso en la fecha de siembra (Fig. 2.6 y 2.7) gener6 una mayor diferencia
en el nivel de dormicion que la diferencia resultante de la aplicacion de ambientes
térmicos diferenciales en forma controlada (Fig. 2.11, 2.12 y 2.15). Esta diferencia
sugiere que la temperatura no seria el Unico factor ambiental que estaria regulando los
niveles de dormicion durante el periodo de llenado en frutos de esta especie. En este
sentido, la siembra en diferentes fechas implicé cambios no sélo en el ambiente térmico,
sino también en otros factores ambientales, tales como fotoperiodo y radiacion (Cuadro
2.1). Se han reportado cambios en el nivel de dormicioén en varias especies asociados a
diferencias en la radiacion y/o en el fotoperiodo (Fenner, 1991). Por ejemplo, en quinoa
se observo que fotoperiodos cortos durante la etapa de llenado se asociaron a menores
niveles de dormiciéon a cosecha (Ceccato et al, 2011), al igual que en Portulaca
oleracea (Gutterman, 1974) y Lactuca sativa (Gutterman, 1973), entre otros reportados
por Fenner (1991).

En relacion a las estructuras del fruto que estarian involucradas en la regulacion
de la dormicién en girasol, los altos niveles de dormicion observados en los aquenios
resultaron de la co-existencia de dormicion embrionaria y dormicidn por cubiertas (Fig.
2.16). Sin embargo, la dormicidon embrionaria se perdid rdpidamente durante la post-
cosecha, mientras que la dormicion por cubiertas (i.e. cubierta seminal verdadera y
pericarpio) se mantuvo por mdas tiempo. Estos resultados son coherentes con los
reportados por Corbineau et al. (1990), en los que los embriones aislados de las
cubiertas se liberaron completamente de la dormicion luego de 30 dias de almacenaje,
mientras que los frutos completos lo hicieron luego de 60 dias de almacenaje, debido a
una mayor duraciéon de la imposicion de la dormicidon por cubiertas. Los resultados
descriptos en este capitulo sugeririan, ademads, que la cubierta seminal verdadera seria el
tejido que explicaria en mayor proporcion la dormicion observada en los aquenios, ya
que su remocion condujo generalmente a mayores incrementos en el porcentaje de
germinacion que la remocion del pericarpio (Fig. 2.16). Seglin trabajos efectuados por
Rolletschek et al. (2007), la difusion de oxigeno al embrién estd principalmente
limitada por esta estructura, y no por el pericarpio. En base a estos resultados, la
cubierta seminal verdadera podria estar regulando el nivel de dormiciéon de los
embriones por medio de limitaciones a la entrada de oxigeno al embrion.

A su vez, la proporcion de la dormicién explicada por el embrion o por las
cubiertas fue diferente segin el ambiente térmico al que se expusieron los aquenios
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durante la etapa de llenado. En los aquenios expuestos a ambientes de mayor
temperatura durante el llenado, la dormicidon por cubiertas explicd en mayor porcentaje
los niveles de dormicion observados, mientras que se observd una menor dormicion
embrionaria. En contraste, para los aquenios expuestos a un ambiente de menor
temperatura durante el llenado, la dormicion embrionaria explicd en mayor medida los
niveles de dormicion observados (Figs. 2.17, 2.18, 2.19). Resultados similares fueron
reportados por Rodriguez et al, (2003) en girasol, donde mayores temperaturas de
llenado se asociaron a una mayor dormicidon impuesta por cubiertas, y por Ceccato et
al., (2011) en quinoa, en donde los ambientes de mayor temperatura durante el llenado
también se relacionaron con mayores niveles de dormicién impuesta por cubiertas y
menores niveles de dormicion embrionaria. Como se comentara previamente, la
respuesta mas generalizada entre las especies es que aumentos en la temperatura media
diaria durante el llenado se asociarian a disminuciones en los niveles de dormicion.
Segun los resultados de este trabajo, en girasol esta respuesta es particularmente cierta
para los embriones, y no asi para el fruto completo, en el que la respuesta seria
contraria, al igual que lo descripto para quinoa (Ceccato et al., 2011).

Si bien ambas cubiertas (pericarpio y cubierta seminal verdadera) tuvieron efectos
en la imposicion de la dormicion, su influencia fue diferente segun el ambiente térmico
explorado por los frutos durante el llenado. Asi, en frutos expuestos a un ambiente de
mayor temperatura durante el llenado, con mayores niveles de dormicion, la cubierta
seminal verdadera fue la que explicé en mayor medida los niveles de dormicion de los
frutos, ya que su remocidén condujo a incrementos significativos en el porcentaje de
germinacion, mientras que la remocion del pericarpio no presentd ningin efecto en
estos frutos (Fig. 2.19 y 2.20). Por el contrario, en frutos expuestos a un ambiente de
menor temperatura durante el llenado, con menores niveles de dormicion, el pericarpio
fue la cubierta que explico en mayor medida los niveles de dormicion de los frutos, ya
que su remocion condujo a incrementos en el porcentaje de germinacidon, mientras que
la remocién de la cubierta seminal verdadera no presentd diferencias significativas en el
porcentaje de germinacion resultante (Fig. 2.19 y 2.20). Estos resultados sugeririan que
el ambiente de maduracion de las semillas (en este caso el ambiente térmico) podria
ejercer efectos diferenciales sobre ambas estructuras, y esto a su vez, podria afectar la
naturaleza de la dormicion impuesta por las cubiertas en cada caso.

En girasol, Le Page-Degivry et al. (1992, 1996) observaron que la dormicion
estaba mediada por la capacidad de sintesis de ABA de novo del embrion. Los
resultados de este capitulo confirman estos reportes, ya que el agregado de un inhibidor
de la sintesis de ABA condujo a la liberacion completa de la dormicion de los aquenios
provenientes de ambos tratamientos térmicos durante el llenado (Fig. 2.21). Por otro
lado, el agregado de ABA exdgeno (50 uM) al medio de incubacién determind una
disminucién diferencial de los niveles de germinacion respecto al medio control
(fluridone) segun el ambiente térmico explorado durante el llenado, donde el efecto
inhibitorio del ABA fue mas acentuado en los aquenios expuestos a ambientes de mayor
temperatura. Estos resultados sugieren que estos aquenios presentarian una mayor
sensibilidad a ABA. Por lo tanto, los resultados obtenidos nos permiten sugerir que los
mayores niveles de dormicion asociados a ambientes de llenado mas célidos estarian
mediados, al menos en parte, por una mayor sensibilidad de los embriones a esta
hormona.
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Es importante destacar que, dado que existen evidencias que indican que la
imposicion de la dormicién en embriones de girasol estad determinada por un pico de
produccion de ABA durante la primera etapa del llenado (Le Page-Degivry et al., 1990),
se esperaria entonces que el nivel de dormicidon a cosecha estuviese determinado por
diferencias en el ambiente térmico explorado durante esa misma etapa. Sin embargo,
segin se observara en este trabajo, es recién en etapas avanzadas del llenado en las
cuales los cambios en el ambiente térmico influirian en el nivel de dormicion resultante
(Fig. 2.15). Esto podria deberse al hecho de que lo que pareceria explicar el nivel de
dormicion es la sensibilidad de los embriones al ABA, y no el contenido de la hormona,
y que esta sensibilidad podria estar definiéndose durante etapas avanzadas del llenado.

El esquema presentado en la figura 2.22 resume los principales resultados
descriptos en este capitulo en relacion al efecto del ambiente térmico experimentado por
los frutos durante el llenado sobre el nivel de dormicion a cosecha y durante la post-
cosecha. La contribucion de las diferentes estructuras del fruto (embridn y cubiertas) en
la determinacién del nivel de dormicion, la sensibilidad de los embriones al ABA, y su
asociacion con las diferencias en el ambiente térmico experimentado por los frutos
durante la etapa de llenado.

Mayor temperatura en etapas Menor temperatura en etapas
avanzadasdel llenado avanzadasdel llenado
Mayornivel de Liberacion mas lenta Menor nivel de Liberacion mas rapida
dormicionde de la dormicién dormicién de de la dormicion
aqueniosacosecha  durantelapost- aqueniosacosecha  durantela post-
| cosecha | | cosecha

Mayor proporcionde la dormicion Mayorproporcion de la dormicion explicada

explicada porlas cubiertasy menor por el embrion y menor proporcion

proporcion explicada por el embrion. explicada porlas cubiertas.

Mayorsensibilidad a ABA. Menor sensibilidad a ABA.

Fig. 2.22: Representacion esquematica del efecto del ambiente térmico materno sobre el nivel de
dormicion a cosecha, y su relacion con el tipo de dormicion predominante y la sensibilidad de los
embriones al ABA.
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CAPITULO 3: EFECTO DEL AMBIENTE TERMICO EXPLORADO
DURANTE LA ETAPA DE ALMACENAJE POST-COSECHA SOBRE EL
NIVEL DE DORMICION EN FRUTOS DE GIRASOL

Introduccion

Numerosas especies presentan altos niveles de dormicion al momento de su
dispersion o cosecha, que luego disminuyen durante etapas posteriores. Existen
evidencias que indican que la tasa con la que disminuyen estos niveles de dormiciéon
(i.e. tasa de salida de la dormicion) se encuentra regulada por el ambiente térmico al que
se encuentran expuestas las semillas (Batlla y Benech-Arnold, 2010). En algunas
especies, como ciertas forestales y horticolas, la salida de la dormicién se acelera ante la
exposicion a bajas temperaturas en humedo (Allen ef al., 2007). Por el contrario, en
otras especies, es la exposicion a altas temperaturas en seco lo que acelera la salida de la
dormicion. Ejemplos de este tipo de respuesta, en donde mayores temperaturas
aumentan la tasa de salida de la dormicion, han sido documentados para Chenopodium
album (Karssen, 1970), Chenopodium quinoa (Ceccato et al., 2011), arroz (Roberts,
1962), Dactylis glomerata (Stoyanova y Kostov, 1983), Festuca arundinacea
(Stoyanova et al., 1984) y Bromus tectorum (Bauer et al., 1998).

En el cultivo de girasol, existen reportes con respuestas contrastantes en
relacion al efecto de la temperatura de almacenaje post-cosecha sobre el nivel de
dormicion. Algunos indican que las bajas temperaturas durante la post-cosecha se
asociarian a disminuciones en el nivel de dormicion. Por ejemplo, segun trabajos
efectuados por Cseresnyes (1979) un corto periodo de almacenaje a 0°C resulto efectivo
en la disminucion de los niveles de dormicion en relacion a lo observado en frutos
conservados a temperatura ambiente. Sin embargo, otros reportes indican sélo leves
disminuciones de la dormicion ante bajas temperaturas (Seiler, 1998), y otros,
directamente no observan ningun efecto (Brunick, 2007). Por ejemplo, en trabajos
efectuados por Seiler (1998), se observd que frutos de girasol silvestre (Helianthus
annuus) disminuyeron solo parcialmente el nivel de dormicion cuando los mismos
fueron almacenados a baja temperatura (4°C), en relacion a lo observado en aquellos
almacenados a mayor temperatura (20°C). En cuanto a tratamientos basados en cortos
periodos de exposicién a bajas temperaturas, Brunick (2007) no observo diferencias
entre los niveles de dormicion de frutos de girasol almacenados a temperaturas
contrastantes (-20°C, 20°C y 50°C), para ninguno de los genotipos de girasol que fueron
evaluados. Recientemente, trabajos efectuados por Bazin ef al. (2011) en los que se
evalu6 la respuesta de embriones aislados de las cubiertas almacenados a 15, 20, 25 y
30°C, sugieren la existencia de una interaccion entre la temperatura de almacenaje y el
contenido de humedad de los embriones en relacion a la salida de la dormicion. Asi, en
embriones con contenidos de humedad entre 2.5 y 5%, la liberacion de la dormicion fue
mas rapida cuando éstos fueron almacenados a menores temperaturas, mientras que a
contenidos de humedad entre 10 y 12%, la salida de la dormicion se acelerdé a mayores
temperaturas de almacenaje. Sin embargo, en ese trabajo no se evalud la respuesta
utilizando experimentalmente los contenidos de humedad bajo los cuales se almacenan
los lotes de girasol durante los procesos de produccion de semilla a nivel comercial (i.e.
5.5 a6%).

Algunos trabajos disponibles en la literatura indican que la imposibilidad de los
frutos de girasol de germinar a cosecha estaria asociada a la presencia de dormicion
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impuesta por el embrion y por las cubiertas. Este alto nivel de dormicidén que los frutos
expresan a cosecha suele disminuir con el tiempo durante el almacenaje en seco
(Corbineau et al., 1988). La dormicion embrionaria en general se pierde rapidamente,
mientras que la impuesta por las cubiertas requiere mas tiempo para disminuir (Benech-
Arnold, 2004). En base a estos reportes, y al hecho de que el ambiente térmico de
almacenaje post-cosecha es un importante regulador de la dormicioén en la mayoria de
las especies estudiadas, resulta de interés conocer si la temperatura a la que se exponen
los frutos de girasol durante el almacenaje post-cosecha regula en forma diferencial la
dormicion embrionaria y por cubiertas que suelen presentar los frutos a cosecha.

Las hormonas vegetales acido abscisico (ABA) y giberelinas (GAs) han sido
reconocidas como potenciales reguladores de los niveles de dormicion en semillas de
numerosas especies (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006). La acciéon de una
hormona depende de su concentracion en los tejidos o sitios de accion, de la
sensibilidad de los tejidos a la hormona y de la presencia de otras hormonas (que
pueden antagonizar o potenciar sus efectos). Mientras que el ABA es un promotor de la
induccién y del mantenimiento de la dormicidn, las giberelinas son promotoras de la
germinacion, al estimular el ablandamiento de los tejidos que actian como “barrera” (ej.
endosperma y cubiertas), la removilizacion de reservas y la expansion del embrion.

En girasol, Le Page-Degivry et al. (1996), encontraron que aplicaciones de ABA
exogeno a embriones aislados en distintos momentos del desarrollo podian inducirlos en
dormicion dependiendo de la edad de los mismos. Esta “capacidad” de los embriones
para ser inducidos en dormicion por ABA fue muy baja en una etapa temprana
(primeros 10 dias post-antesis) pero aumentd rapidamente a partir de los 13 dias post-
antesis, reflejando diferencias a lo largo del desarrollo en la sensibilidad al ABA para la
induccion de la dormicion. En otras palabras, para que el ABA sea efectivo en inducir la
dormicion, el embridon debe ser capaz de transmitir y responder a la sefial del ABA, o
sea ser “sensible” a esta hormona. Estos autores (Le-Page Degivry ef al., 1996) también
evaluaron cambios en la sensibilidad al afecto inhibitorio del ABA en la germinacion de
frutos maduros, y encontraron que la sensibilidad al ABA disminuy6 durante la salida
de la dormicion en la etapa de post-maduracion. En cuanto a la sensibilidad a las GAs,
los mismos autores han observado que a medida que disminuye el nivel de dormicion de
los embriones por efecto de diferentes tratamientos, como por ejemplo, secado, lavado
de embriones en agua en agitacion o largos periodos de almacenaje, la aplicacion de
GAs exdgenas es progresivamente mas efectiva en la promocioén de la germinacion,
indicando una mayor sensibilidad a GAs por parte de estos embriones.

Otra hormona involucrada en la determinacion del nivel de dormicion es el
etileno. Esta hormona promoveria la terminacion de la dormicion a través de la
atenuacion de la senalizacion del ABA y de los niveles de ABA (Finkelstein et al.
2008). En girasol, Corbineau et al. (1990) observaron que la aplicacion exogena de
etileno estimul6 la germinacion de aquenios y de embriones inmaduros con altos niveles
de dormicién, y que algunos inhibidores de la sintesis o de la accidon del etileno
inhibieron la germinacidén de embriones que ya se habian liberado de la dormicion.

Mas alla de las evidencias disponibles en relacion al control hormonal de la
dormicién en embriones de girasol, no existen trabajos que hayan evaluado si los
posibles efectos del ambiente térmico durante el almacenaje post-cosecha sobre la salida
de la dormicién modulan los niveles de dormicion a través de cambios en la capacidad



60

de sintesis o en la sensibilidad a las hormonas mencionadas. A su vez, dado que los
reportes disponibles en la literatura en relacion a la accion de estas hormonas se basan
principalmente en trabajos efectuados con embriones aislados de sus cubiertas, se
desconoce si, de manera similar a lo observado en embriones, los niveles de dormicion
del producto cosechable (i.e. fruto completo) se asocian a diferencias en el contenido
y/o sensibilidad a algunas de estas hormonas.

La posibilidad de conocer el efecto de la temperatura durante el almacenaje post-
cosecha sobre la dindmica de salida de la dormicion de los frutos de girasol resultara
relevante en el disefio de estrategias que determinen una salida mas rapida de la
dormicion y en consecuencia, una utilizacion anticipada de los mismos a nivel
industrial. Por otro lado, el conocimiento de algunos mecanismos involucrados en esta
respuesta, como por ejemplo, la contribucion de las diferentes estructuras del fruto en la
determinacion del nivel de dormicion, asi como la sensibilidad a diferentes hormonas
vegetales ante ambientes térmicos contrastantes luego de la cosecha, posibilitara
explorar algunas de las bases fisiologicas del efecto de la temperatura sobre la salida de
la dormicion durante el almacenaje post-cosecha en esta especie.

En este contexto, los objetivos del presente capitulo son:

1. Estudiar el efecto de la temperatura de almacenaje en post-cosecha sobre los
cambios en el nivel de dormicion en frutos de girasol.

2. Estudiar el aporte relativo de las diferentes estructuras del fruto de girasol
(pericarpio, cubierta seminal y embrion) en la determinacion del nivel de dormicion de
los aquenios durante el almacenaje post-cosecha, y su relacién con el ambiente térmico
explorado por los frutos durante esa etapa.

3. Determinar, en forma preliminar, en qué medida los efectos observados en 1.
estan mediados por cambios (a) en la sensibilidad de los frutos al ABA, las GAs y el
etileno, y (b) en el contenido de ABA en los embriones antes y durante la incubacion.

Materiales y métodos
Material vegetal

La semilla utilizada en los experimentos del presente capitulo fue generada a
partir de los experimentos de las campaiias 2008-2009 y 2009-2010, desarrollados en el
Capitulo 2. En estos experimentos, se produjo semilla del hibrido DK4045,
seleccionado por presentar altos niveles de dormicion a cosecha. El manejo del cultivo a
campo, el momento de cosecha (i.e. cuando el contenido de humedad del grano fue del
11%) y el porcentaje de humedad hasta el cual se secaron los granos luego de la cosecha
(i.e. 6%), se efectud de igual manera que en la produccion de semilla hibrida a nivel
comercial.
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Experimento 1: Exposicion de los frutos a diferentes ambientes térmicos durante el
almacenaje post-cosecha. Su relacion con el patron de salida de la dormicion y la
contribucion de las diferentes estructuras del fruto en la determinacion del nivel de
dormicion (Objetivos 1 y 2).

Experimento 1.1: Durante la campafia 2008-2009, cinco lotes de aquenios (lotes 1 a 5)
provenientes de los diferentes ambientes térmicos durante el llenado de granos
descriptos en el capitulo 2, fueron almacenados a dos temperaturas contrastantes (5°C y
25°C) luego de la cosecha. La semilla denominada lote 1 y 2 en el presente capitulo
corresponde a la semilla cosechada de los tratamientos con carpas durante el llenado,
con temperaturas medias de 10 a 18 hs de 32.1 y 37.7°C (tratamientos testigo y alta
temperatura, respectivamente, experimento 2, capitulo 2). Los lotes 3, 4 y 5
corresponden a la semilla cosechada de las fechas de siembra temprana (22/09/08),
intermedia (22/10/08) y tardia (02/12/08), con temperaturas medias de 10 a 18 hs de
26.6, 26.3 y 23.8°C respectivamente (experimento 1, capitulo 2). Los detalles del
ambiente térmico explorado en cada situacion pueden observarse en los cuadros 2.1 y
2.2 y en las figuras 2.4 y 2.8 del capitulo 2.

Durante un periodo total de 90 dias se tomaron muestras de aquenios
provenientes de ambas temperaturas de almacenaje cada 15 dias. Las muestras fueron
sometidas a pruebas de germinacion de aquenios (lotes 1 a 5) a 11°C y 25°C de
incubacion, y a pruebas de germinacion de embriones (lotes 1, 2, 3 y 5) a 11°C de
incubacion (ver apartado “Pruebas de germinacion™).

Experimento 1.2: Con el objetivo de evaluar qué proporcion de la dormicién observada
en los lotes almacenados a diferentes ambientes térmicos era explicada por las distintas
estructuras del fruto (embridn, cubierta seminal verdadera y pericarpio), se determino el
porcentaje de germinacion a 11°C de los frutos completos (aquenios), de las semillas
(fruto sin el pericarpio) y de los embriones (fruto sin el pericarpio ni la cubierta seminal
verdadera) (Ver apartado “Pruebas de germinacion’). Posteriormente, se calculo el
porcentaje de la dormicion explicado por el embrién (porcentaje de embriones
dormidos), por la cubierta seminal verdadera (diferencia entre el porcentaje de semillas
dormidas y el porcentaje de embriones dormidos) y por pericarpio (diferencia entre el
porcentaje de frutos dormidos y el porcentaje de semillas dormidas). Estas
observaciones se efectuaron para lotes de aquenios almacenados a 5°C y 25°C por 30,
60 y 90 dias (provenientes del lote 3), 6 34, 57 y 70 dias (provenientes de un lote de
produccion de la campaifia 2009-2010, con el mismo hibrido y condiciones de manejo
que los utilizados en esta tesis).

Experimento 1.3: Durante la campafa 2009-2010, se almacenaron muestras de aquenios
a las temperaturas de 5, 10, 15, 20, 25 y 30°C (los mismos habian estado previamente
almacenados por 12 meses a 5°C, provenientes de los ensayos de fecha de siembra
intermedia de la campafia 2008-2009, correspondiente al experimento 1 descripto en el
capitulo 2). A los 18 dias de almacenaje se tomaron muestras de aquenios provenientes
de cada temperatura de almacenaje, que fueron sometidas a una prueba de germinacion
a 15°C (ver apartado “Pruebas de germinacion™). Este ensayo fue repetido un segundo
afo, durante la campania 2010-2011, utilizando semilla proveniente de un lote de
produccion del mismo hibrido y condiciones de manejo que los utilizados en esta tesis.
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Experimento 2: Exposicion de los frutos a diferentes ambientes térmicos durante la
etapa de almacenaje post-cosecha. Su relacion con los cambios en la sensibilidad al
ABA, GAs y etileno, con el contenido endogeno de ABA y con el patron de salida de la
dormicion (Objetivo 3).

Experimento 2.1: Con el fin de evaluar si los efectos del ambiente térmico de
almacenaje sobre los cambios en el nivel de dormicion se relacionan con cambios en la
sensibilidad de los frutos al ABA, GAs y etileno, se realizaron ensayos donde se evalu6
el porcentaje de germinacion de diferentes combinaciones de estructuras (aquenios,
semillas y/o embriones), temperaturas y medios de incubacion (Cuadro 3.1). Los medios
de incubacion consistieron en agua destilada o diferentes concentraciones de hormonas
y sus respectivos inhibidores.

En un primer ensayo, luego de 60 dias de almacenaje a 5°C y 25°C, se incubaron
aquenios, semillas y embriones en los medios 1 a 7 (Cuadro 3.1), mientras que en un
segundo ensayo, luego de 80 dias de almacenaje a 5°C y 25°C, se incubaron aquenios y
embriones en los medios 1, 8, 9 y 10 (Cuadro 3.1). En este experimento se utilizaron los
frutos provenientes de los ensayos de fecha de siembra intermedia de la campana 2008-
2009 (experimento 1, capitulo 2).

Cuadro 3.1. Medios y temperaturas de incubacion de aquenios, semillas y embriones almacenados a 5 y
25°C durante 60 dias (medios 1 a 7) 0 80 dias (medios 1, 8,9 y 10).

Incubacién a 11°C Incubacion
# Medio de incubacion a 25°C

Aquenios | Semillas | Embriones Aquenios

1 | Agua v v v v

Agua-+Fluridone 100 uM

Agua+Fluridone 100 uM+ABA 10 uM

Agua+Fluridone 100 uM+ABA 50 uM

Agua+Paclobutrazol 100 uM

AN AN NI N RN
AN I NI NI NN

Agua-+Paclobutrazol 100 uM+GA3 10 uM

2
3
4
5 | AguatFluridone 100 uM+ABA 100 uM
6
7
8

Agua+NBD 100 uM

AN NN NI NI NN IR
AN NN NI NI N N IRN

Agua+NBD 100 uM-+etefon 0.1 ml en
1000 ml de agua

Agua+NBD 100 uM-+etefon 1 ml en 1000
ml de agua

AN
AN

El fluridone y el paclobutrazol son inhibidores de la sintesis de ABA y GAs
respectivamente. El NBD (2, 5-norbornadiene) se une de manera reversible al receptor
del etileno y es un inhibidor competitivo de la accion de esta hormona. La inclusion de
estos inhibidores en el medio de incubacién tuvo como objetivo evitar la sintesis y/o
accion de las hormonas ABA, GAs y etileno durante el periodo de incubacion, de
manera de evaluar la sensibilidad a cantidades conocidas de estas hormonas agregadas
en forma exogena.

Experimento 2.2: Con el objetivo de evaluar si las diferencias en el nivel de dormicion
de los aquenios almacenados a 5 y 25°C se asociaban a diferencias en el contenido
endogeno de ABA antes y durante la incubacion, frutos que habian sido almacenados
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durante 12 meses a 5°C y a 25°C fueron incubados durante 15 hs y 24 hs (Exp. 2.2.a) o
24 hs (Exp. 2.2.b) a 10°C. Los frutos secos (0 hs de incubacion) y los incubados por los
periodos mencionados, fueron colocados en nitrogeno liquido durante 30 segundos y
luego guardados en un freezer a -80°C. Una vez liofilizadas las muestras, las cubiertas
(pericarpio y cubierta seminal) fueron removidas y descartadas, y se molieron en forma
separada los ejes embrionarios y los cotiledones para realizar la extraccion de ABA. Las
determinaciones de ABA se realizaron por radioinmunoensayo (Steinbach et al., 1995),
en 3 repeticiones de 25 ejes embrionarios y 25 pares de cotiledones molidos a los que se
agrego6 agua (24 pul por mg de peso seco) para extraer el ABA. Los valores se expresan
en picogramos de ABA por miligramo de peso seco (pg ABA/ mg peso seco). A su vez,
se determiné el porcentaje de germinacioén a 10 °C de frutos y embriones provenientes
de los mismos lotes almacenados a 5°C y 25°C. En este experimento se utilizaron los
frutos provenientes de los ensayos de fecha de siembra temprana e intermedia de la
campania 2008-2009 (descriptos en el experimento 1, capitulo 2) para efectuar los
experimentos 2.2.a 'y 2.2.b, respectivamente.

Pruebas de germinacion

Cuatro (Exp. 1.1, 1.2, 1.3 y 2.1) o tres (Exp. 2.2. y medios de incubaciéon 6 a 10
mas su correspondiente control del Exp. 2.1) repeticiones de 25 aquenios, semillas y/o
embriones (segiin corresponda) fueron colocados en cajas de Petri de 9 cm de didmetro
sobre dos discos de papel de filtro conteniendo 5 ml de agua destilada ¢ los medios de
incubacion hormonales detallados previamente.

En los tratamientos en los que se removid el pericarpio, el mismo fue cortado en
la region micropilar, cortando sélo el pericarpio y evitando dafiar el embrion. En los
tratamientos en los que se removid ademas la cubierta seminal verdadera, las semillas
sin el pericarpio fueron colocadas durante dos horas en cajas de Petri sobre un disco de
papel de filtro conteniendo 3 ml de agua destilada o los medios de incubacion
hormonales detallados previamente, con el objetivo de hidratar la cubierta seminal
verdadera previo a su separacion del embrion, evitando asi dafiarlo.

Las cajas de Petri conteniendo los aquenios fueron incubadas a las temperaturas
de 10°C, 11°C, 15°C y/o 25°C (segun corresponda a cada experimento), y las cajas
conteniendo las semillas y los embriones fueron incubadas a 11°C. Todas las cajas se
mantuvieron en camaras con una variacion de temperatura de +1 °C por un lapso de 20
dias. A los 20 dias desde el comienzo de la incubacidn, se efectud un recuento de
germinacion, siendo la visualizacion de la protrusion de la radicula el criterio para
determinar la germinacién de los aquenios, y la visualizacion de la elongacioén de la
radicula por 3 mm el criterio para determinar la germinacion de semillas y embriones.
Todos los frutos, semillas y embriones que durante la incubacidon presentaron sintomas
de pudricidn, o coloracion y aspecto diferente al resto eran descartados de las pruebas,
hubiesen germinado o no (los valores de estructuras no viables en todos los casos fueron
menores al 10%).

Analisis estadisticos

Los resultados de los experimentos a campo fueron analizados mediante analisis de
varianza (ANOVA), y test de Tukey como test de separacion de medias. En algunos
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casos, por la falta de cumplimiento de homogeneidad de varianzas (Fig. 3.10, 3.11,
3.15, 3.18, 3.19, 3.21, 3.24), se utiliz6é una funcion de heterocedasticidad mediante la
aplicacion de modelos lineales generales y mixtos. Las evaluaciones del contenido de
ABA en distintos momentos de incubacion fueron analizadas mediante modelos lineales
generales y mixtos para medidas repetidas en el tiempo. En todos los casos se utiliz6 el
software InfoStat (InfoStat version 2010. Grupo InfoStat, FCA, Universidad Nacional
de Cordoba, Argentina), asistido por R (R version 2.11.1 Copyright 2010. The R
Foundation for Statistical Computing), y un nivel de significancia de 5%.

Resultados

Efectos del ambiente térmico durante el almacenaje post-cosecha y de las estructuras
del fruto en la determinacion del nivel de dormicion

Experimento 1: Exposicion de los frutos a diferentes ambientes térmicos durante la
etapa de almacenaje post-cosecha. Su relacion con el patron de salida de la dormicion
v el efecto de las estructuras del fruto en la determinacion del nivel de dormicion
(Objetivos 1y 2).

Experimento 1.1.

El porcentaje de germinacion a cosecha de los frutos provenientes del lote 1
incubados a 25°C fue casi nulo (Fig. 3.1), evidenciando un alto nivel de dormicion. A
partir del momento de cosecha, los frutos comenzaron a disminuir su nivel de dormicion
con una dindmica que dependid de la temperatura a la que fueron almacenados. Asi, los
frutos almacenados a mayor temperatura (25°C), que comenzaron a germinar a los 15
dias post cosecha, alcanzaron niveles maximos de germinacion (100%) a los 45 dias
post-cosecha, con una salida de la dormicion significativamente mas rapida que aquellos
provenientes del almacenaje a menor temperatura (5°C), que recién alcanzaron
maximos niveles de germinacion a los 60 dias post-cosecha. Los frutos del lote 2
también evidenciaron altos niveles de dormicion a cosecha (Fig. 3.2), y una dindmica de
salida de la dormicion mas rapida cuando fueron almacenados a 25°C en comparacion a
lo observado en aquellos almacenados a 5°C. Sin embargo, estas diferencias observadas
en el nivel de dormicidon entre ambas temperaturas de almacenaje estuvieron también
asociadas a la temperatura a la que los frutos habian estado expuestos durante el
llenado. Asi, a los 90 dias post-cosecha por ejemplo, los frutos del lote 1 (expuestos a
menor temperatura durante el llenado) alcanzaron méximos niveles de germinacion para
ambas temperaturas de almacenaje (Fig. 3.1), mientras que los frutos del lote 2
(expuestos a mayor temperatura durante el llenado) ain presentaban diferencias en el
nivel de dormicion entre temperaturas de almacenaje cercanas al 50% (Fig. 3.2).
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Fig. 3.1. Porcentaje de germinacion a 25°C de aquenios del lote 1 (tratamiento testigo de menor
temperatura durante el llenado, ver exp. 2, cap. 2) en funcion de los dias desde cosecha, para frutos

almacenados a 5°C (simbolos vacios) y 25°C (simbolos llenos). Las barras verticales indican error
estandar.
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Fig. 3.2. Porcentaje de germinacion a 25°C de aquenios del lote 2 (tratamiento de mayor temperatura
durante el llenado, ver exp. 2, cap. 2) en funcion de los dias desde cosecha, para frutos almacenados a 5°C
(simbolos vacios) y 25°C (simbolos llenos). Las barras verticales indican error estandar.

Una respuesta similar a los lotes anteriores fue observada en los frutos del lote 4
(Fig. 3.3). A cosecha, los frutos presentaron altos niveles de dormicion, pero ese nivel
de dormicién fue disminuyendo progresivamente con una dindmica que dependid de la
temperatura de almacenaje. Nuevamente, los frutos almacenados a mayor temperatura
(25°C) presentaron una dindmica de salida de la dormicion mas rapida que aquellos
almacenados a menor temperatura (5°C), alcanzando valores maximos de germinacién a
los 60 y 90 dias post-cosecha, respectivamente.

Esta respuesta diferencial en relacion a la salida de la dormicion segun la
temperatura de almacenaje, no se observd en la misma magnitud en el lote 3
(proveniente de la fecha de siembra temprana) (Fig. 3.4) y lote 5 (proveniente de la
fecha de siembra tardia) (Fig. 3.5), donde los aquenios presentaron un patrén de salida
de la dormicién similar para ambas temperaturas de almacenaje cuando fueron
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incubados a 25°C. Sin embargo, en estos dos lotes (3 y 5), las diferencias en la tasa de
salida de la dormicion en funcion de la temperatura de almacenaje se expresaron
claramente en los embriones incubados a una temperatura menor (11°C) (Fig. 3.6 y 3.7).
Por ejemplo, los embriones del lote 3 almacenados a 25°C, alcanzaron valores maximos
de germinacion a los 45 dias de almacenaje, significativamente mas rapido que aquellos
almacenados a 5°C, que aln a los 90 dias luego de la cosecha no alcanzaron el 100% de
germinacion (Fig. 3.6). De igual manera, en el lote 5, los embriones provenientes del
almacenaje a 25°C presentaron una dinamica de salida de la dormicidon mas rapida que
los provenientes del almacenaje a 5°C, que seguian presentando bajos porcentajes de
germinacion (menores a 40 %) aun luego de 90 dias de almacenaje (Fig. 3.7). Una
respuesta similar por parte de los embriones incubados a 11°C se observo en los dos
lotes restantes (lotes 1 y 2), donde nuevamente, aquellos embriones provenientes del
almacenaje a 25°C presentaron una dindmica de salida de la dormicion mas rapida que
aquellos provenientes del almacenaje a 5°C (Fig. 3.8 y 3.9).

Cuando se evalu6 el porcentaje de germinacion a 11°C de incubacion de los
aquenios del lote 3 (fecha de siembra temprana), y de los lotes 1 y 2 (menor y mayor
temperatura durante el llenado respectivamente), se observaron porcentajes de
germinacion casi nulos, no superando en ningun caso el 20% de germinacion (Fig. 3.6,
3.8 y 3.9). Sin embargo, los aquenios del lote 5 (fecha de siembra tardia) germinaron en
mayor porcentaje que los demads lotes, y presentaron amplias diferencias en funcion de
la temperatura de almacenaje. Asi, mientras que los frutos almacenados a 25°C
presentaron niveles maximos de germinacion luego de 75 dias de almacenaje, los
porcentajes de germinacion para frutos almacenados a 5°C no superaron el 10 % de
germinacion durante todo el periodo de almacenaje evaluado (Fig. 3.7).
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Fig. 3.3. Porcentaje de germinacion a 25°C de aquenios del lote 4 (fecha de siembra intermedia, ver exp.
1, cap. 2) en funcion de los dias desde cosecha, para frutos almacenados a 5°C (simbolos vacios) y 25°C
(simbolos llenos). Las barras verticales indican error estandar.
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Fig. 3.4. Porcentaje de germinacion a 25°C de aquenios del lote 3 (fecha de siembra temprana, ver exp. 1,

cap. 2) en funcion de los dias desde cosecha, para frutos almacenados a 5°C (simbolos vacios) y 25°C
(simbolos llenos). Las barras verticales indican error estandar.
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Fig. 3.5. Porcentaje de germinacion a 25°C de aquenios del lote 5 (fecha de siembra tardia, ver exp. 1,

cap. 2) en funcion de los dias desde cosecha, para frutos almacenados a 5°C (simbolos vacios) y 25°C
(simbolos llenos). Las barras verticales indican error estandar.
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Fig. 3.6. Porcentaje de germinacion a 11°C de aquenios (tridngulos) y embriones (circulos) del lote 3
(fecha de siembra temprana, ver exp. 1, cap. 2), en funcién de los dias desde cosecha, para frutos

almacenados a 5°C (simbolos vacios) y a 25°C (simbolos llenos). Las barras verticales indican error
estandar.

1004
80+
G0+

404

Germinacion (%)

o
0 15 30 45 60 73 90

Dias desde cosecha
—*— 5°C, aguenios -5 5°C. embriones
& 25°C. aquenios - 25°C. embriones
Fig. 3.7. Porcentaje de germinacion a 11°C de aquenios (tridngulos) y embriones (circulos) del lote 5

(ensayo de fecha de siembra tardia, ver exp. 1, cap. 2), en funcién de los dias desde cosecha, para frutos

almacenados a 5°C (simbolos vacios) y a 25°C (simbolos llenos). Las barras verticales indican error
estandar.



69

1004

F o oo
=" =] =]
1 1 1

Germinacion (%)

Pl
—
1

=]
1

0 15 30 45 G0 75

Dias desde cosecha

[1=]
—

- 5°C, aguenios > 5°C, embriones
& Z25°C, aguenios @ 25°C, embriones

Fig. 3.8. Porcentaje de germinacion a 11°C de aquenios (tridngulos) y embriones (circulos) del lote 1
(tratamiento testigo de menor temperatura durante el llenado, ver exp. 2, cap. 2), en funcion de los dias

desde cosecha, para frutos almacenados a 5°C (simbolos vacios) y a 25°C (simbolos llenos). Las barras
verticales indican error estandar.
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Fig. 3.9. Porcentaje de germinaciéon a 11°C de aquenios (tridngulos) y embriones (circulos) del lote 2

(tratamiento de mayor temperatura durante el llenado, ver exp. 2, cap. 2), en funcion de los dias desde

cosecha, para frutos almacenados a 5°C (simbolos vacios) y a 25°C (simbolos llenos). Las barras
verticales indican error estandar.

Experimento 1.2.

Durante la campafia 2008-09 los aquenios incubados a 11°C presentaron
porcentajes de germinacion casi nulos durante todo el periodo de almacenaje evaluado,
indicando niveles de dormicion maximos (Fig. 3.10). Recién a los 90 dias de
almacenaje, y solo los aquenios almacenados a 25°C, germinaron en aproximadamente
un 20% (Fig. 3.10). A su vez, los embriones y semillas provenientes de los aquenios
almacenados a 25°C presentaron mayores porcentajes de germinacion que los del
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almacenaje a 5°C en los distintos momentos de almacenaje evaluados (en algin caso
esta diferencia no resultd significativa) (Fig. 3.10). Un comportamiento similar fue
observado en la campafia 2009-10 (Fig. 3.11). En esta campafia, los aquenios también
presentaron porcentajes de germinacion practicamente nulos durante todo el periodo de
almacenaje, mientras que los embriones y las semillas presentaron cambios diferenciales
en el nivel de dormicion de acuerdo a la temperatura de almacenaje. Nuevamente, los
embriones y semillas provenientes de aquenios almacenados a 25°C presentaron en
general mayores porcentajes de germinacion que los provenientes de aquenios
almacenados a 5°C.

En ambas campaias y para los tres momentos post-cosecha evaluados, la
remocion del pericarpio determind aumentos en el porcentaje de germinacion de las
semillas en relacion a los porcentajes de germinacion observados en el fruto completo,
aunque en algunos casos ese aumento no fue estadisticamente significativo (Fig. 3.10 y
3.11). Asimismo, la remocion de la cubierta seminal verdadera también se asocio a
aumentos en la germinacion de los embriones resultantes (Fig. 3.10 y 3.11).

Cuando se calculd el porcentaje de dormicion explicado por dormicion
embrionaria y por dormicidon impuesta por las cubiertas (cubierta seminal verdadera y
pericarpio), de manera similar a lo observado en el experimento 1.1., la dormicién
embrionaria fue mayor en los aquenios provenientes del almacenaje a 5°C que la
observada en aquellos provenientes del almacenaje a 25°C (Fig. 3.12 y 3.13). En cuanto
a la dormicion impuesta por las cubiertas, tanto la cubierta seminal verdadera como el
pericarpio explicaron parte de la dormicion observada. Sin embargo, en la campafia
2008-2009, el componente de dormicion impuesta por la cubierta seminal verdadera
tuvo mayor relevancia que el pericarpio, mientras que durante la campafia 2009-2010
fue de manera inversa. Por otro lado, en ambas campafias se pudo observar una
disminucién de la dormicidén explicada por el embrion y un aumento paulatino de la
dormicién explicada por las cubiertas a medida que transcurrid el tiempo de almacenaje
(Fig. 3.12 y 3.13).
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Fig. 3.10. Porcentaje de germinacion a 11°C de aquenios, semillas y embriones cosechados durante la
campafia 2008-09 luego de ser almacenadas durante 30, 60 y 90 dias a 5°C 6 25°C. Letras diferentes
indican diferencias significativas entre tratamientos, para cada uno de los momentos desde cosecha
evaluados. Las barras de error indican error estandar.
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Fig. 3.11. Porcentaje de germinacion a 11°C de aquenios, semillas y embriones cosechados durante la
campafia 2009-10 luego de ser almacenadas durante 34, 57 y 70 dias a 5°C ¢ 25°C. Letras diferentes
indican diferencias significativas entre tratamientos, para cada uno de los momentos desde cosecha
evaluados. Las barras de error indican error estandar.
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Fig. 3.12. Porcentaje de la dormicién observada en los aquenios incubados a 11°C explicada por
dormicion embrionaria, por dormicion impuesta por la cubierta seminal verdadera o por dormicion
impuesta por pericarpio. Valores calculados en base a los porcentajes de germinacion de aquenios,
semillas y embriones de la Fig. 3.10. Las barras de error indican error estandar.
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Fig. 3.13. Porcentaje de la dormicion observada en los aquenios incubados a 11°C explicada por
dormicién embrionaria, por dormiciéon impuesta por la cubierta seminal verdadera o por dormicion
impuesta por pericarpio. Valores calculados en base a los porcentajes de germinacion de aquenios,
semillas y embriones de la Fig. 3.11. Las barras de error indican error estandar.

Experimento 1.3.

Luego de haber sido almacenados por doce meses a 5°C, los aquenios incubados
a 15°C atn presentaban un porcentaje de germinacion inferior al 70% (Fig. 3.14). El
almacenaje de este lote a las temperaturas de 5, 10, 15, 20, 25 y 30°C durante 18 dias,
determino cambios diferenciales en el porcentaje de germinacion final (p<<0.0001) y en
la cantidad de dias hasta alcanzar el 50% de germinacion (p<0.0001) (Fig. 3.15 y 3.16).
En relacion al porcentaje de germinacion final, los aquenios provenientes del
almacenaje a mayor temperatura (25°C y 30°C) y el de aquellos almacenados a 10°C,
presentaron valores significativamente superiores a los obtenidos tanto previo a su
almacenaje, como luego de haber sido almacenados a 5, 15, y 20 °C; a su vez el
porcentaje de germinacion de estos ultimos no difiri6 significativamente del observado
previo a su almacenaje a esas temperaturas (Fig. 3.15). Con respecto al tiempo al 50%
de germinaciodn, los aquenios provenientes de las distintas temperaturas de almacenaje
alcanzaron este valor en menor cantidad de dias que los necesarios previo a ser
almacenados a esas temperaturas (Fig. 3.16), excepto aquellos almacenados a 5°C. Los
aquenios almacenados a 5°C alcanzaron el 50% de germinacion en mayor cantidad de
dias que los almacenados a 10 y 30°C. No existieron diferencias significativas en este
pardmetro para los aquenios almacenados a 10, 15, 20, 25 y 30°C (Fig. 3.16).
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Fig. 3.14. Dinamica de la germinacion de aquenios en funcién de los dias de incubacion a 15°C previo a

su almacenaje y luego de ser almacenados durante 18 dias a 5°C, 10°C, 15°C, 20°C, 25°C y 30°C. Las
barras verticales indican error estandar.
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Fig. 3.15. Porcentaje de germinacion final de aquenios incubados a 15 °C previo a su almacenaje (Tpo. 0),
y luego de ser almacenados durante 18 dias a 5, 10, 15, 20, 25 6 30°C. Las barras de error indican error
estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos.
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Fig. 3.16. Dias a 50% de germinacion de aquenios incubados a 15°C previo a su almacenaje (Tpo. 0), y
luego de ser almacenados durante 18 dias a 5, 10, 15, 20, 25 6 30°C. Las barras de error indican error
estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos.

Este experimento fue repetido un segundo afo, en el que se obtuvieron
resultados similares (Ver Anexo).

Experimento 2: Sensibilidad al ABA, GAs y etileno y contenido endogeno de ABA en
funcion del ambiente térmico durante el almacenaje post-cosecha y su relacion con el
patron de salida de la dormicion (Objetivo 3).

Experimento 2.1.

Sensibilidad al ABA en funcion de la temperatura de almacenaje y su relacion con el
nivel de dormicion

-Aquenios:

Incubacion a 25°C. El porcentaje de germinacion en agua de los aquenios almacenados
a 5°C fue significativamente menor al observado en los almacenados a 25°C (Fig. 3.17).
El agregado de fluridone al medio de incubaciéon aumentd significativamente el
porcentaje de germinacion de los aquenios almacenados a 5°C, sin embargo, no condujo
a cambios significativos en el porcentaje de germinacion de los almacenados a 25°C, los
cuales ya presentaban altos valores de germinacion en agua. El agregado de ABA 10
uM al medio de incubacion disminuy6 significativamente el porcentaje de germinacion
de los aquenios almacenados a 5°C en relacion a los valores observados para aquenios
incubados con fluridone, mientras que no produjo cambios en el porcentaje de
germinacion de los aquenios almacenados a 25°C. Finalmente, el agregado de ABA 50
uM y 100 uM al medio de incubacién condujo a disminuciones significativas del
porcentaje de germinacion tanto de los aquenios almacenados a 5°C como a 25°C (Fig.
3.17).

Incubacion a 11°C. A diferencia de lo observado en los aquenios incubados a 25°C, la
incubacion a 11°C estuvo asociada a valores de germinacion casi nulos para todos los
tratamientos, salvo la germinacion en agua y fluridone provenientes del almacenaje a
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25°C que presentaron valores de germinacion de 9% y 13% respectivamente (datos no
presentados). Los bajos valores observados no permitieron la comparacion entre
tratamientos.
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Fig. 3.17. Porcentaje de germinacion de aquenios almacenados a 5°C y 25°C, incubados a 25°C en agua,
fluridone 100uM (F), fluridone 100uM+ABA10uM (F+A10), fluridone 100uM+ABASOuM (F+A50) y
fluridone 100uM+ABA100uM (F+A100). Las barras de error indican error estandar. Letras diferentes
indican diferencias significativas entre tratamientos.

-Semillas:

Incubacion a 11°C. El porcentaje de germinacion en agua de las semillas provenientes
de aquenios almacenados a 5°C fue menor que el observado para semillas de aquenios
almacenados a 25°C (Fig. 3.18). El agregado de fluridone al medio de incubacion
aument6 el porcentaje de germinacion de las semillas del almacenaje a 5°C, mientras
que no lo aument6 en aquellas provenientes del almacenaje a 25°C (por el contrario, se
observo una disminucion en su porcentaje de germinacion). El agregado de ABA 10 uM
al medio de incubacion disminuy6 el porcentaje de germinacion de las semillas del
almacenaje a 5°C en mayor medida que las del almacenaje a 25°C respecto al medio
control (fluridone). Mayores concentraciones de ABA (50 y 100 uM) se asociaron a
disminuciones del porcentaje de germinacion a valores practicamente nulos (Fig. 3.18).
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Fig. 3.18. Porcentaje de germinacion de semillas provenientes de aquenios almacenados a 5°C y 25°C,
incubadas a 11°C en agua, fluridone 100uM (F), fluridone 100uM+ABA10uM (F+A10), fluridone
100uM+ABASOuM (F+AS50) y fluridone 100uM+ABA100uM (F+A100). Las barras de error indican
error estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos.

-Embriones:

Incubacion a 11°C. El porcentaje de germinaciéon en agua de los embriones
provenientes de aquenios almacenados a 5°C fue menor que el observado en aquellos
almacenados a 25°C (Fig. 3.19). El agregado de fluridone al medio de incubacion
aumento el porcentaje de germinacion de los embriones del almacenaje a 5°C (Fig.
3.19), y no produjo efectos en los embriones del almacenaje a 25°C, al igual que lo
observado previamente en los aquenios. El agregado de ABA 10 uM al medio de
incubacion determind una disminucion significativa del porcentaje de germinacion de
los embriones tanto del almacenaje a 5°C como 25°C. Mayores concentraciones de
ABA en el medio de incubacion (50 uM y 100 uM) determinaron niveles practicamente
nulos de germinacion en ambos tratamientos (Fig. 3.19).
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Fig. 3.19. Porcentaje de germinacion de embriones provenientes de aquenios almacenados a 5°C y 25°C,
incubados a 11°C en agua, fluridone 100uM (F), fluridone 100uM+ABA10uM (F+A10), fluridone
100uM+ABA50uM (F+A50) y fluridone 100uM+ABA100uM (F+A100). Las barras de error indican
error estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos.
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Sensibilidad a GAs en funcion de la temperatura de almacenaje y su relacion con el
nivel de dormicion

-Aquenios:

Incubacion a 25°C. El porcentaje de germinacion en agua de los aquenios almacenados
a 5°C fue menor que el observado en los almacenados a 25°C (Fig. 3.20). El agregado
de paclobutrazol al medio de incubacion produjo una disminucion significativa del
porcentaje de germinacion de los aquenios almacenados a 25°C, mientras que
increment6 el de los almacenados a 5°C. El agregado de GAs 10 uM al medio de
incubacion no produjo diferencias significativas en el porcentaje de germinacion de los
aquenios almacenados a 5°C respecto al medio control (paclobutrazol). Por el contrario,
para aquenios almacenados a 25°C, el agregado del mismo nivel de GAs al medio de
incubacidon aumento significativamente el porcentaje de germinacion (Fig. 3.20).

Incubacion a 11°C. A diferencia de lo observado en los aquenios incubados a 25°C, la
incubacion a 11°C estuvo asociada a valores de germinacion practicamente nulos para
todos los tratamientos, salvo para aquenios almacenados a 25°C incubados en
paclobutrazol + GA 10 uM que presentaron un valor de germinacion de 22%. Los bajos
valores observados no permitieron la comparacion entre tratamientos (datos no
presentados).

w
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Fig. 3.20. Porcentaje de germinacion de
aquenios almacenados a 5°C y 25°C,
incubados a 25°C en agua, paclobutrazol
100uM (P) y paclobutrazol 100uM +
GAs10uM (P+G10). Las barras de error
indican error estandar. Letras diferentes
indican diferencias significativas entre
tratamientos.

1007

vs]

757

501

251

P-5°C

agua - 25°C - |
P - 25°c-J
>

agua - 5°C

Germinacién (%)
o
>
ws]
P+G10 - 5°C -

P+G10 - 25°C

-Semillas:

Incubacion a 11°C. Las semillas provenientes de aquenios almacenados a 5°C
presentaron menor porcentaje de germinacion que aquellas provenientes de aquenios
almacenados a 25°C al ser incubadas en agua (Fig. 3.21). Cuando se agregd
paclobutrazol al medio de incubacion, las semillas de aquenios almacenados a 5°C
disminuyeron el porcentaje de germinacion respecto al medio conteniendo solo agua,
pero esta disminucion no resultd significativa. Por el contrario, y al igual que para los
aquenios del almacenaje a 25°C, las semillas de aquenios almacenados a 25°C
disminuyeron significativamente su porcentaje de germinacion ante el agregado de
paclobutrazol. Por otro lado, al igual que lo observado en los aquenios, el agregado de
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GAs al medio conteniendo paclobutrazol no condujo a diferencias en el porcentaje de
germinacion de las semillas de aquenios almacenados a 5°C, mientras que aumentd
significativamente el porcentaje de germinacion de las semillas de aquenios
almacenados a 25°C (Fig. 3.21).
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Incubacion a 11°C. Los embriones provenientes de aquenios almacenados a 5°C
germinaron en menor porcentaje que aquellos provenientes de aquenios almacenados a
25°C, sin embargo esta diferencia no resulté significativa (Fig. 3.22). Cuando se agrego
paclobutrazol al medio de incubacidn, al igual que lo ocurrido en los aquenios y
semillas, los embriones del almacenaje a 5°C no mostraron diferencias significativas en
el porcentaje de germinacion respecto al medio conteniendo s6lo agua. Sin embargo, y
al igual que para los aquenios y semillas, los embriones del almacenaje a 25°C
disminuyeron significativamente su porcentaje de germinacion ante la inclusion de
paclobutrazol. El agregado de GAs al medio conteniendo paclobutrazol, condujo a
aumentos significativos en el porcentaje de germinacion tanto de los embriones de
aquenios almacenados a 5°C como de los almacenados a 25°C. (Fig. 3.22).
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(P+G10). Las barras de error indican
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diferencias significativas entre
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Sensibilidad a etileno en funcion de la temperatura de almacenaje y su relacion con el
nivel de dormicion

-Aquenios:

Incubacion a 11°C. Los aquenios almacenados a 5°C y 25°C presentaron bajos
porcentajes de germinacion cuando fueron incubados en agua (Fig. 3.23). El agregado
de NBD al medio de incubacion no produjo diferencias significativas respecto a la
germinacion en agua de los aquenios almacenados a 5°C y 25°C. Cuando se agregd
etefon al medio de incubacion, los porcentajes de germinacion aumentaron
significativamente a valores cercanos al 90% para los aquenios almacenados a ambas
temperaturas. Esta respuesta se saturd con la menor concentracion de etefon utilizada.

100 c L¢ c Fig. 3.23. Porcentaje de germinacion
C de aquenios almacenados a 5°C y
e 754 25°C, incubados a 11°C en agua,
c NBD 100uM, NBD 100uM-+etefon
3 50 0.1 mU/L  (NBD+El) y NBD
2 I B 100uM-+etefén 1 ml/L (NBD+E10).
% Las barras de error indican error
O 257 AB estandar. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre
tratamientos.
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-Embriones:

Incubacion a 11°C. El porcentaje de germinacion en agua de los embriones
provenientes de aquenios almacenados a 5°C fue significativamente menor que el
observado en los embriones provenientes de aquenios almacenados a 25°C (Fig. 3.24).

Al igual que lo observado en los aquenios, el agregado de NBD al medio de incubacion
no produjo diferencias significativas respecto a la germinacion en agua para los
embriones de aquenios almacenados a ambas temperaturas. Cuando se agreg6 etefon al
medio de incubacion, al igual que lo observado para los aquenios, los embriones del
almacenaje a 5°C aumentaron significativamente su porcentaje de germinacion. Este
aumento no se observd en los embriones del almacenaje a 25°C debido a que ya
presentaban altos porcentajes de germinacion previo al agregado de etefon.
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Experimento 2.2.

Contenido de ABA en los embriones antes y durante la incubacion en funcion de la
temperatura de almacenaje y su relacion con el nivel de dormicion

Los aquenios incubados a 11°C provenientes del almacenaje a 25°C presentaron
un porcentaje de germinacion significativamente superior al observado para aquenios
almacenados a 5°C. Sin embargo, los embriones extraidos de estos aquenios no
presentaron diferencias en el porcentaje de germinacion, alcanzando en ambos casos un
nivel de 100% de germinacion (Fig. 3.25A).

Cuando se analiz6 el contenido de ABA en los embriones extraidos de los
aquenios provenientes de ambas temperaturas de almacenaje, se observo un aumento del
contenido de ABA luego de 24 hs de incubacion (p=0.0024). Sin embargo, este
contenido de ABA fue significativamente mayor en los aquenios almacenados a 5°C
que en los almacenados a 25°C (p=0.0059), tanto antes de comenzar la incubacién (0
hs), como luego de 24 hs de incubacion (Fig. 3.25B).
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Fig. 3.25. Porcentaje final de germinacion de aquenios y embriones luego de 20 dias de incubacion a
11°C (A) y contenido de ABA (pg/mg de peso seco) en embriones extraidos de aquenios almacenados a
5°C (columnas blancas) y 25°C (columnas negras) (B). Letras diferentes indican diferencias
significativas entre tratamientos. Las barras de error indican error estandar.

Cuando se analiz6 el contenido de ABA pero discriminado en funcion de los
diferentes tejidos que componen el embridn (eje embrionario y cotiledones), se observo
que para los ejes embrionarios no existieron diferencias significativas en el contenido de
ABA entre ambas temperaturas de almacenaje (p=0.4034) asi como tampoco entre los
momentos de incubacion evaluados (p=0.0527); sin embargo, el aumento en el
contenido de ABA luego de 24 hs de incubacion fue numéricamente mayor en ejes
embrionarios provenientes de aquenios almacenados a 5°C (Fig. 3.26A). En los
cotiledones, las diferencias en relacion al contenido de ABA segun la temperatura de
almacenaje dependieron del momento de incubacion (p=0.0191). Previo a la incubacion
(0 hs) el contenido de ABA de los cotiledones provenientes del almacenaje a 5°C fue
significativamente mayor que en los provenientes del almacenaje a 25°C; y si bien se
observo la misma tendencia luego de 24 hs de incubacidn, en este caso las diferencias
no fueron significativas (Fig. 3.26B). De los resultados obtenidos surge que la
concentracion de ABA en los cotiledones fue alrededor de dos veces la cuantificada en
los ejes embrionarios (Fig. 3.26 A y B).

8009 C3 Ejes embrionarios. almacenaje a 5°C A 15009 3 Cotiledones. almacenaje a 53°C B
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Fig. 3.26. Contenido de ABA (pg/mg de peso seco) en ejes embrionarios (A) y en cotiledones (B)
extraidos de aquenios almacenados 5°C (columnas blancas) y 25°C (columnas negras) a las 0 y 24 hs de
incubacion. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos. Las barras de error
indican error estandar.
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En el segundo ensayo realizado, los aquenios incubados a 11°C provenientes del
almacenaje a 25°C presentaron valores de germinacion de 100%, mientras que aquellos
almacenados a 5°C presentaron valores de germinacion significativamente menores. Sin
embargo, los embriones extraidos de estos aquenios no presentaron diferencias en el
porcentaje de germinacion, alcanzando en ambos casos un nivel de 100% de
germinacion (Fig. 3.27A).

El contenido de ABA en los embriones extraidos de los aquenios provenientes
de las distintas temperaturas de almacenaje presentd variaciones que dependieron del
tiempo de incubacion (p<0.0001). Antes de comenzar la incubacion (0 hs), se observo
un mayor contenido en los provenientes del almacenaje a 5°C en comparacion a lo
observado en los almacenados a 25°C (Fig. 3.27B). A las 15 hs de incubacion, los
embriones provenientes del almacenaje a 25°C mostraron un pico de ABA que luego
comenzo a disminuir, mientras que en aquellos embriones provenientes del almacenaje a
5°C, el contenido de ABA continu6 en aumento, manteniéndose en valores
significativamente superiores a los observados en aquellos almacenados a 25°C a las 24
hs de incubacion (Fig. 3.27B).
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Fig. 3.27. Porcentaje final de germinacion de aquenios y embriones luego de 20 dias de incubacion a
11°C (A) y contenido de ABA (pg/mg de peso seco) en embriones extraidos de aquenios almacenados a
5°C (simbolos blancos) y 25°C (simbolos negros) (B). Las barras de error indican error estandar.

Cuando se analizé el contenido de ABA en los ejes embrionarios y en los
cotiledones por separado, se observaron diferencias en el contenido de ABA en los ejes
embrionarios segiin la temperatura de almacenaje (p=0.0001) y momento de incubacion
(p=0.0051), siendo mayor el contenido de ABA en aquellos extraidos de aquenios
almacenados a 5°C que a 25°C, en los tres momentos de incubacion (Fig. 3.28A). En los
cotiledones, las diferencias en relacion al contenido de ABA segun la temperatura de
almacenaje dependieron del momento de incubacion (p<0.0001). A las 0 hs y 24 hs de
incubacion el contenido de ABA fue mayor en los cotiledones provenientes de aquenios
almacenados a 5°C, no siendo asi a las 15 hs de incubacion (Fig. 3.28B). Al igual que en
el experimento anterior los valores de concentracion de ABA de los cotiledones
duplicaron los determinados en los ejes embrionarios.
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Fig. 3.28. Contenido de ABA (pg/mg de peso seco) en ejes embrionarios (A) y en cotiledones (B)
extraidos de aquenios almacenados 5°C (simbolos vacios) y 25°C (simbolos llenos) a las 0, 15 y 24 hs de
incubacion. Las barras verticales indican error estandar. Letras diferentes indican diferencias
significativas entre tratamientos.

Discusion y conclusiones

Los resultados descriptos en el presente capitulo aportan evidencias de que el
ambiente térmico afecta la tasa de salida de la dormicion de los frutos de girasol durante
la etapa de almacenaje post-cosecha. Asi, ambientes de mayor temperatura durante el
almacenaje (i.e. 25°C) se asociaron a incrementos en la tasa de salida de la dormicion,
determinando mayores porcentajes de germinacion al final del periodo de almacenaje
(menores niveles de dormicion final), en relacion a lo observado en ambientes de menor
temperatura (i.e. 5°C), en los que se observd una menor tasa de salida de la dormicion
durante el almacenaje (Fig. 3.1, 3.2 y 3.3). Estas diferencias en la dindmica de salida de
la dormicion segun la temperatura de almacenaje, tendieron a maximizarse en frutos que
fueron expuestos a una mayor temperatura durante el llenado (que presentaron una
salida mas lenta de la dormicién) (Fig. 3.2), en relacion a los frutos desarrollados a una
menor temperatura durante el llenado (que presentaron una salida mas rapida de la
dormicién) (Fig. 3.1). Esta evidencia sugiere que la magnitud del efecto del ambiente
térmico durante el almacenaje sobre el patron de salida de la dormicion se veria afectada
por el ambiente térmico explorado por los frutos durante el llenado, lo cual podria
explicar, al menos en parte, los resultados contradictorios que han sido reportados en la
literatura en relacion al efecto del ambiente térmico durante el almacenaje sobre la
dormicion en girasol.

En dos de los cinco lotes evaluados no se observaron diferencias significativas
en el patron de salida de la dormicion de los aquenios entre ambas temperaturas de
almacenaje (Fig. 3.4 y 3.5). En el primer caso (Fig. 3.4), la falta de respuesta
probablemente esté asociada a que la dormicion embrionaria a 5°C disminuyd mas
rapidamente que en el resto de los lotes. Por ejemplo, ya a los 45 dias post-cosecha los
embriones provenientes de ese lote almacenados a 5°C germinaron cerca del 70% (Fig.
3.6), mientras que en el resto de los lotes no alcanzaron ese porcentaje de germinacion
en todo el periodo de evaluacion (Fig. 3.7, 3.8, 3.9). En el segundo caso (Fig. 3.5), la
falta de respuesta probablemente se deba a que los niveles de dormicion de los frutos a
cosecha fueron significativamente menores que los observados en el resto de los lotes,
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por lo que la dormicion rapidamente dejo de expresarse a 25°C de incubacion. Por
ejemplo, a cosecha los aquenios de este lote ya alcanzaban cerca del 50% de
germinacion (Fig. 3.5), mientras que en el resto de los lotes los porcentajes de
germinacion eran menores al 10% (Fig. 3.1, 3.2, 3.3 y 3.4).

Cuando se observo la respuesta de los embriones extraidos de los aquenios de
los mismos lotes, en todos los casos se observo una salida diferencial de la dormicion en
funcion de la temperatura de almacenaje. En efecto, los embriones provenientes de
aquenios almacenados a 25°C presentaron una salida de la dormicién mas rapida que
aquellos provenientes del almacenaje a 5°C (Fig. 3.6, 3.7, 3.8 y 3.9). Estas respuestas de
los aquenios y embriones a la temperatura de almacenaje pudieron ser observadas a las
temperaturas de incubacién en donde la dormicioén se expres6 en forma relativa para
cada caso, es decir, a 25°C de incubacion en los aquenios y a 11°C de incubacion en los
embriones.

Al evaluar el patron de salida de la dormicion a varias temperaturas de
almacenaje dentro del rango 5°C a 30°C (Fig. 3.14), se observo que los aquenios
expuestos a mayores temperaturas de almacenaje presentaron menores niveles de
dormicidn (mayores porcentajes de germinacion finales y/o velocidades de germinacion,
¢ésta ultima cuantificada a través del tiempo al 50% de germinacion) (Fig. 3.15 y 3.16).
Sin embargo, el almacenaje a 10°C no se diferencié de las mayores temperaturas de
almacenaje en relacion a su efecto sobre el nivel de dormicion de los aquenios. En este
sentido, existe la posibilidad de que existan distintos 6ptimos térmicos para la salida de
la dormicion, y quizas distintos mecanismos subyacentes, lo que ademas podria
explicar, junto con el efecto del ambiente materno mencionado anteriormente, la falta de
consistencia en la respuesta observada en los distintos reportes de la bibliografia. Una
mayor exploracion de lo que ocurre a 10°C de almacenaje debera realizarse en futuros
estudios. En relacion a estos resultados, cabe destacar que este lote de semilla habia sido
almacenado por 12 meses previo a la aplicacion de los ambientes térmicos diferenciales,
lo que puede haber modificado en cierto grado la respuesta de los frutos en relacion a la
respuesta de frutos expuestos a estos ambientes inmediatamente luego de la cosecha.

Trabajos recientemente efectuados por Bazin et al. (2011) donde se evalud la
respuesta del nivel de dormicién al ambiente térmico de almacenaje utilizando
embriones aislados de las cubiertas, resultan parcialmente consistentes con los
descriptos en el presente capitulo. Los resultados obtenidos por Bazin et al. mostraron
un incremento de la tasa de salida de la dormicidén ante aumentos de las temperaturas de
post-maduracion cuando el contenido de humedad de los embriones fue de 10 y 12%.
Sin embargo, con contenidos de humedad menores (i.e. 2.5, 4 y 5%) la respuesta fue
contraria. Estos autores postulan que distintos mecanismos regulan los niveles de
dormicidn segin el contenido de humedad de la semilla, es decir, un mecanismo no
enzimatico actuaria como regulador a bajos contenidos de humedad, mientras que un
mecanismo enzimatico lo haria a mayores contenidos de humedad. No obstante, en ese
trabajo no se evalu6 lo ocurrido con contenidos de humedad entre 5 y 10%, rango que
incluye al contenido de humedad al cual se almacenan los frutos de girasol durante el
proceso de produccion de semilla hibrida a nivel comercial. En efecto, durante el
proceso de produccion de semilla hibrida la cosecha se efectua con un contenido de
humedad de los frutos de cerca del 11%, y luego se seca hasta obtener valores de 5.5 a
6% de humedad (Garello, comunicacion personal). Los resultados obtenidos en la
presente tesis indican que, con el mismo contenido de humedad utilizado en la
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produccion de semilla hibrida (6%) los frutos almacenados a mayor temperatura (25°C)
presentan mayor tasa de salida de la dormiciéon que aquellos almacenados a menor
temperatura (5°C). Esto coincide con lo observado por Bazin et al. (2011) con
contenidos de humedad superiores al 10 %, y estaria explicado por un proceso de
naturaleza enzimatica que responde positivamente a la temperatura. De hecho, podria
estar involucrado el catabolismo del ABA, ya que el contenido embrionario de ABA fue

menor luego de un tiempo de almacenaje a 25°C comparado con 5°C (Fig. 3.25B y
3.27B).

Otros autores abordaron el efecto de la temperatura sobre el nivel de dormicion,
aunque el foco de esos trabajos estuvo puesto en el efecto de temperaturas muy
contrastantes pero aplicadas por periodos breves (entre uno y tres dias). Por ejemplo,
Cseresnyes (1979) encontré que un corto periodo de almacenaje (3 dias) a 0°C resultod
efectivo en la liberacion de la dormicion en relacion a lo observado en frutos
conservados a temperatura ambiente, mientras que Brunick (2007) no encontrd
diferencias luego de un corto periodo de almacenaje (1 dia) a -20°C, 20°C y 50°C. Las
diferencias en las respuestas observadas en estos reportes respecto a las descriptas en
esta tesis pueden estar asociadas, al menos en parte, a diferencias en el nivel de
dormicion previo a la aplicacion de los tratamientos térmicos y/o al contenido de
humedad de las semillas durante el almacenaje, tal como se propone en el estudio de
Bazin et al. (2011), o bien, pueden asociarse a que los reportes de Cseresnyes (1979) y
Brunick (2007) se basan en periodos de almacenaje cortos (3 dias y 1 dia
respectivamente) mientras que los periodos de almacenaje estudiados en esta tesis
fueron mas prolongados. Es esperable ademés encontrar variabilidad en la respuesta a la
temperatura en estos trabajos ya que fueron realizados con genotipos diferentes, los
cuales posiblemente difieren en la contribucién de las diferentes estructuras (embrion,
cubierta seminal y pericarpio) al nivel de dormicion.

La remocion del pericarpio y de la cubierta seminal verdadera, determinaron
aumentos en el porcentaje de germinacion de los aquenios almacenados a las dos
temperaturas evaluadas (Fig. 3.6, 3.7, 3.8, 3.9, 3.10 y 3.11). Los resultados obtenidos
indicarian que ambos tipos de cubiertas presentan efectos en la imposicion de la
dormicion en esta especie (Fig. 3.10 y 3.11). Sin embargo, el aumento observado en el
porcentaje de germinacion como resultado de la remocion de las cubiertas, fue mayor en
los aquenios provenientes del almacenaje a 25°C que a 5°C (Fig. 3.6, 3.7, 3.8 y 3.9), lo
que indicaria que los mayores niveles de dormicion observados en los aquenios
almacenados a 5°C se explicarian, al menos en parte, por presentar un mayor nivel de
dormicién embrionaria. Asi, cuando se calcul6 el porcentaje de la dormicion del fruto
explicada por dormicion embrionaria y por dormicién impuesta por las cubiertas, se
observo que a la temperatura de almacenaje de 5°C, la dormicién embrionaria explicaba
en mayor medida el nivel de dormicion de los frutos en relacion a lo observado en
aquellos almacenados a 25°C (Fig. 3.12 y 3.13). Estas observaciones son consistentes
con aquellas reportadas por Bazin et al. (2011), en las que la tasa de salida de la
dormicion de embriones aislados de sus cubiertas mostré retrasos ante disminuciones de
las temperaturas de post-maduracién (cuando los contenidos de humedad de la semilla
fueron de 10 a 12%). A medida que avanz6 el periodo de almacenaje post-cosecha, la
dormicion embrionaria fue disminuyendo gradualmente (a menor tasa en los aquenios
provenientes del almacenaje a 5°C que a 25°C), mientras que la dormicién impuesta por
las cubiertas comenzo a explicar en mayor medida los niveles de dormicion observados
en los aquenios (Fig. 3.12 y 3.13). Esta observacion es consistente con reportes que
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indican que la dormicion embrionaria en esta especie se pierde rapidamente luego de la
cosecha, pero que la dormicidén por cubiertas se mantiene por mas tiempo y puede
requerir mayores periodos de almacenaje en seco para revertirse (Benech-Arnold, 2004).

En el presente capitulo se evalué ademas si las diferencias observadas en el nivel
de dormicién de los aquenios almacenados a diferentes ambientes térmicos se
encontraban asociadas a diferencias en la sensibilidad a ABA, GAs vy etileno, y en el
contenido de ABA en los embriones antes y durante la incubacion. En primer lugar, los
resultados obtenidos muestran que previo a la incubacioén existe un mayor contenido
endogeno de ABA en los embriones almacenados a menor temperatura (Fig. 3.25B y
3.27B). Esta observacion sugiere que durante el almacenaje en seco a mayor
temperatura el nivel de ABA disminuyd mas rapidamente con respecto a los aquenios
almacenados a menor temperatura, lo que podria explicar, al menos en parte, los
mayores niveles de dormicion observados en estos Ultimos. Estudios efectuados en
Nicotiana plumbaginifolia también encontraron diferencias en el contenido de ABA en
semillas secas durante su post-maduracion asociadas al nivel de dormicion de éstas. Asi,
semillas secas de N. plumbaginifolia con menores niveles de dormicidn, presentaron
también menor contenido de ABA que aquellas con mayor nivel de dormicion (Grappin
et al., 2000). Resultados similares fueron obtenidos en Arabidopsis, aunque con una
menor magnitud de las diferencias entre los contenidos de ABA para semilla con
distintos niveles de dormicion (Ali-Rachedi et al., 2004). Por otro lado, en la presente
tesis también se observéd que luego de 24 hs de incubacion el contenido de ABA en los
embriones extraidos de aquenios almacenados a menor temperatura fue mayor que el
observado en los de aquenios almacenados a mayor temperatura (Fig. 3.25B y 3.27B),
sugiriendo que el balance entre el catabolismo y la sintesis de novo de ABA durante la
incubacion resultaria en un mayor contenido de la hormona en los aquenios
provenientes del almacenaje a menor temperatura. Asi, este mayor contenido de ABA
durante las primeras horas de la incubacion podria estar determinando, al menos en
parte, los mayores niveles de dormicion observados en aquenios almacenados a menores
temperaturas. Las mismas tendencias se observaron al medir por separado los
cotiledones y los ejes embrionarios (Fig. 3.26 y 3.28). En este mismo sentido, Le Page-
Degivry et al. (1996) observaron que la sintesis de novo de ABA se encontraba
involucrada en el mantenimiento de la dormicién al observar una mayor sintesis de esta
hormona en embriones recién cosechados con altos niveles de dormicién en
comparacion a aquellos que se habian liberado de la dormicion.

El contenido de ABA en estos experimentos fue medido en embriones
provenientes de aquenios almacenados a temperaturas contrastantes que mostraban
diferencias significativas en su nivel de dormicion (Fig. 3.25A y 3.27A); sin embargo,
cuando se removieron las cubiertas los embriones de ambos tratamientos germinaron al
100%, evidenciando niveles nulos de dormicion embrionaria. El hecho de que la
remocion de las cubiertas haya eliminado las diferencias en dormicion observada en los
aquenios, que a su vez estaban asociadas a diferencias en el contenido endogeno de
ABA durante las primeras horas de incubacion, sugiere que las cubiertas podrian estar
imponiendo la dormicion a través de una modulacion de los niveles de ABA en los
embriones, probablemente disminuyendo la posibilidad de salida del inhibidor al medio
de incubacion, o bien dificultando la entrada de oxigeno necesaria para la actividad de
las enzimas que participan en la degradacion de ABA (i.e. ABA 8 hidroxilasas). En
apoyo de esta ultima hipotesis, Rolletschek et al. (2007) reportaron que la provision de
oxigeno al embrién se encuentra limitada principalmente por la cubierta seminal
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verdadera de los frutos de girasol determinando niveles de hipoxia en los tejidos del
embrion. En ensayos preliminares se observd un menor contenido de ABA en
embriones por efecto de la remocion de las cubiertas, pero estas diferencias no
resultaron significativas (datos no presentados).

En el presente capitulo se observd que la aplicacion de un inhibidor de la
biosintesis de ABA (fluridone) increment6 el porcentaje de germinacion de los aquenios
(incubados a 25°C) y embriones (incubados a 11°C) provenientes del almacenaje a
menor temperatura, a diferencia de lo observado en los embriones del almacenaje a
mayor temperatura en los que practicamente no causo ningun efecto (Fig. 3.17 y 3.19).
Los aumentos observados en el porcentaje de germinacion ante la presencia de este
inhibidor (Fig. 3.17 y 3.19) en conjunto con los mayores contenidos de ABA
determinados durante la incubacidon en los frutos almacenados a 5°C (Fig. 3.25B y
3.27B), sugieren que la sintesis de ABA de novo estaria involucrada en la determinacion
de los mayores niveles de dormicion de los frutos almacenados a menor temperatura.
Diferencias en la sintesis de ABA de novo también se observaron al comparar
embriones de girasol recién cosechados con altos niveles de dormicion y embriones que
ya se habian liberado de la misma (Le Page-Degivry et al., 1996).

En este capitulo se observo también que la aplicacion exdgena de ABA al medio
de incubacion condujo a respuestas diferenciales por parte de los frutos almacenados
bajo diferentes ambientes térmicos, sugiriendo una sensibilidad diferencial al ABA que
podria explicar sus diferentes niveles de dormicion. En efecto, el agregado de ABA
(10uM) al medio de incubacion disminuy6 significativamente el porcentaje de
germinacion de los aquenios provenientes del almacenaje a menor temperatura respecto
al medio control (fluridone) (Fig. 3.17), mientras que no produjo ningin efecto en
aquellos almacenados a mayor temperatura. Asi, los mayores niveles de dormicion de
los frutos almacenados a menor temperatura podrian explicarse, ademas de por un
mayor contenido endégeno de ABA como fue descripto previamente, por presentar una
mayor sensibilidad al ABA. Resultados similares fueron obtenidos por Ceccato ef al.,
(2011) trabajando con quinoa, donde la sensibilidad de las semillas al ABA exdgeno
disminuyé mas rapidamente en aquellas almacenadas a 25°C (con menores niveles de
dormicidn), que en aquellas que se mantuvieron almacenadas a 5°C (con mayores
niveles de dormicion).

Los resultados obtenidos sugieren también que la sintesis de novo de GAs estaria
involucrada en la determinacion del nivel de germinacion de los frutos almacenados a
mayor temperatura, con menores niveles de dormicion, mientras que no pareceria estar
involucrada, al menos en la misma medida, en aquellos almacenados a menor
temperatura. Asi, la aplicacion de un inhibidor de la biosintesis de GAs (paclobutrazol)
no disminuyo, o al menos no de manera significativa, el porcentaje de germinacion de
los aquenios, semillas y embriones provenientes del almacenaje a menor temperatura,
mientras que si disminuy6 el porcentaje de germinacion de aquellos provenientes del
almacenaje a mayor temperatura (Fig. 3.20, 3.21 y 3.22). Dado que existen reportes que
indicarian un efecto del paclobutrazol en el mantenimiento de los niveles de ABA
mediante una inhibicion parcial de su catabolismo por medio de la enzima ABA-8-
hydroxylasa, no se descartan tampoco cambios por esta via (Rademacher, 2000). La
falta de respuesta por parte de los frutos almacenados a menor temperatura podria
asociarse a que los mayores niveles de ABA enddgeno observados en éstos impedirian
la respuesta a las GAs, apoyando el modelo que indica que seria necesaria una
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disminucién de los niveles de ABA enddgeno antes de que los niveles de GAs y la
sensibilidad a GAs puedan aumentar, como fuera propuesto en parrafos anteriores
(Finkelstein et al., 2008).

La aplicacion exogena de GAs presentd respuestas diferenciales segin el
ambiente térmico de almacenaje. Asi, el agregado de GAs (10uM) al medio de
incubacion de los aquenios y semillas almacenados a menor temperatura (con mayor
nivel de dormicién) no produjo diferencias significativas en el porcentaje de
germinacion respecto al medio control (paclobutrazol) (Fig. 3.20 y 3.21); aunque esta
falta de respuesta en el caso de los aquenios no resultd tan clara, debido a que el
paclobutrazol incremento el porcentaje de germinacion de los mismos respecto al medio
conteniendo sélo agua. Por el contrario, el agregado del mismo nivel de GAs si se
asocid a un incremento significativo del porcentaje de germinaciéon de aquenios (Fig.
3.20) y semillas (Fig. 3.21) almacenados a mayor temperatura (con un menor nivel de
dormicidn), indicando que éstos presentarian una mayor sensibilidad a esta hormona que
los almacenados a menor temperatura. Esta respuesta es consistente con otros estudios
en los que se ha observado que a medida que disminuye el nivel de dormicidn por efecto
de diferentes tratamientos (secado, lavado de embriones en agua en agitacion, largos
periodos de almacenaje), la aplicacion de GAs exogenas es progresivamente mas
efectiva en la promocion de la germinacion (Le Page-Degivry ef al. 1996). La posible
falta de respuesta por parte de los aquenios y semillas del almacenaje a menor
temperatura podria asociarse a que los mayores niveles de ABA endogeno observados
en estos frutos (Fig. 3.25B y 3.27B) podrian estar interfiriendo con la respuesta a las
GAs, como propone el modelo de balance hormonal (Finkelstein et al. 2008). En cuanto
a lo observado en los embriones, el agregado de GAs exdgeno al medio de incubacion
condujo a aumentos en el porcentaje de germinacion de los embriones provenientes de
ambos ambientes térmicos de almacenaje (Fig. 3.22). Teniendo en cuenta el modelo de
balance hormonal que indica que es necesaria la disminucion del nivel de ABA
endogeno antes de que la sensibilidad a las GAs aumente (Finkelstein ez al. 2008), el
hecho de que los embriones almacenados a menor temperatura respondan a las GAs,
mientras que los aquenios y las semillas del mismo almacenaje no lo hagan de forma
significativa, podria deberse a la posible disminucion de los niveles endogenos de ABA
por degradacion debido a la presencia de oxigeno en el embridén por remocion de las
cubiertas. No obstante, la asociacion entre la remocion de las cubiertas, los niveles de
oxigeno en el embridn, los cambios en los niveles de ABA y la respuesta a las GAs
debera analizarse en mayor profundidad en futuros estudios.

En relacion a la respuesta a etileno, tanto aquenios como embriones de ambas
temperaturas de almacenaje presentaron respuesta al etefon (que libera etileno),
incrementando significativamente el porcentaje de germinacién respecto al medio
control (NBD) a valores cercanos a 100% (Fig. 3.23 y 3.24). Estos resultados son
consistentes con los reportados por Corbineau et al. (1990), en los que tanto el etileno
como su precursor inmediato estimularon la germinacién de embriones de girasol
dormidos. La promocioén de la germinacién por el agregado de etefén con respecto a los
controles en agua podria estar reflejando una reduccion adicional en la sefalizacion del
ABA por el etileno, segtn lo que se conoce en otras especies (Finkelstein et al., 2008).
Por otro lado, en el presente trabajo, se observd que la aplicacién de un inhibidor de la
accion del etileno (NBD) no condujo a disminuciones en el porcentaje de germinacion
(Fig. 3.24). La ausencia de una respuesta negativa al NBD sugiere que la sefializacion
del etileno no estaria modulando la germinacion de los aquenios y embriones en
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condiciones normales (o sea, cuando €stos son incubados solo en agua). Esta falta de
respuesta al NBD en los embriones que no expresaron dormicion (aquellos provenientes
del almacenaje a 25°C) contrasta con los resultados reportados por Corbineau et al.
(1990), en los que la aplicacion de este inhibidor de la accion del etileno condujo a
disminuciones significativas del porcentaje de germinacion de embriones no dormidos.
Una posibilidad es que estas diferencias se deban a las mayores concentraciones de
NBD utilizadas en el trabajo de Corbineau et al. (1990) en relacion al presente trabajo.
Sin embargo es posible también que la sefializacion de etileno no sea requerida en las
condiciones experimentales de esta tesis, como se comentd mas arriba.

En el esquema presentado en la figura 3.29 se resumen los principales resultados
obtenidos en relacion a los efectos del ambiente térmico experimentado por los frutos de
girasol durante el almacenaje en la determinaciéon de la dindmica de salida de la
dormicion, su relacion con el tipo de dormicion predominante, el contenido de ABA en
los embriones antes y durante la incubacion, los efectos de la sintesis de novo de ABA 'y
GAs durante la incubacion, y la sensibilidad de las distintas estructuras del fruto al
ABA, GAs y etileno en la determinacion del nivel de dormicion.

Menor temperatura durante Fig. 3.29. Efecto del
el almacenaje ambiente térmico de

almacenaje sobre el nivel

_ ) o de dormiciébn y su
Menortasa de salida de Mayornivel de dormicionde relacién con el tipo de

la dormicion >

aquenios dormicién predominante.
J Efecto de la sintesis,

contenido y sensibilidad

—> Mayornivel de dormicidon embrionaria. a ABA, su relacion

—> Mayorcontenido enddgeno de ABA durantela incubacién. | funcional con la

—> Mayorefecto de la sintesis de novo de ABA. sensibilidad a GAs, y el

—> Mayorsensibilidad a ABA. efecto del etileno en Ia

Menor sensibilidad a GAs. < determinacion del nivel

Menor efecto de la sintesis de novo de GAs, «———— de dormicion, en funcion

—> Disminucion del nivel de dormicién por etileno. del ambiente térmico de
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—> Disminuciéndel nivel de dormicion por etileno.
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CAPITULO 4: DISCUSION GENERAL

Los altos niveles de dormicion que los frutos de girasol suelen presentar a cosecha
afectan negativamente el proceso de produccion de semilla a nivel industrial y
comercial. Durante este proceso, las plantas procesadoras requieren una rapida
disponibilidad de semilla “despierta” y en cantidades suficientes para dar comienzo a las
actividades de clasificacion, curado y embolse. Sin embargo, el inicio de estas
actividades se ve frecuentemente retrasado debido a los altos niveles de dormicion
observados en algunos lotes luego de la cosecha, representando un inconveniente para la
provision de semilla para el mercado interno y mercados de contra-estacion, e
incrementando los costos de produccion (Zimmerman, 1977).

El nivel de dormicion de un lote de semillas se encuentra determinado por el
genotipo, y es modulado por las condiciones del ambiente al que éstas se exponen
durante las etapas de desarrollo-maduracion (llenado) y post-maduracion o post-
cosecha. La revision de la literatura demuestra que existen patrones definidos en
relacion al efecto de los factores ambientales, con ciertos factores que tienden a
presentar efectos similares sobre un amplio rango de especies. Asi, mayores
temperaturas, fotoperiodos cortos y condiciones de sequia durante la etapa de llenado en
general se han encontrado asociados con una menor dormicioén a cosecha en semillas
y/o frutos de numerosas especies (Fenner, 1991). Durante la etapa de post-cosecha, la
humedad y el ambiente térmico regulan la tasa de salida de la dormicion. Por ejemplo,
la exposicion a bajas temperaturas en condiciones de humedad (o estratificacion) es una
practica comun utilizada para disminuir el nivel de dormiciéon en varias especies
forestales y horticolas (Allen et al., 2007). Otras especies, como quinoa (Ceccato et al.,
2011) o arroz (Roberts, 1962) presentan el comportamiento opuesto, es decir, altas
temperaturas durante la etapa de post-cosecha disminuyen el nivel de dormicion.

Si bien se han reportado efectos de distintos factores del ambiente en la
regulacion del nivel de dormicion, la temperatura ha sido sefialada como uno de los
factores principales (Batlla, 2004, Allen et al., 2007). Considerando el rol preponderante
de la temperatura en la modulacion del nivel de dormicion, y que la actividad de
produccion de semilla a nivel comercial tiene lugar en un amplio rango de ambientes
térmicos, resulta esencial conocer la manera en que el ambiente térmico explorado por
las semillas durante su etapa de llenado y de almacenaje luego de cosecha, regula el
nivel de dormicidn. Este conocimiento, particularmente para aquellas especies como el
girasol en las cuales el exceso de dormicion es un problema, permitird potencialmente
guiar la toma de decisiones tendientes a disminuir los efectos negativos que esta
situacion provoca en la produccion de semilla a nivel comercial.

En los capitulos anteriores (Capitulos 2 y 3) se caracterizo el rol de la temperatura
en la regulacion de los cambios en el nivel de dormicidon que experimentan los frutos de
girasol durante las etapas de llenado y post-cosecha. Asimismo, se exploraron algunos
aspectos ecofisiologicos en relacion a los mecanismos a través de los cuales la
temperatura regularia el nivel de dormicién en esta especie durante las etapas
mencionadas.

En la figura 4.1 se representa un modelo conceptual de la regulacion del nivel de
dormicion en frutos de girasol por efecto del ambiente térmico generado a partir de los
resultados obtenidos en esta tesis. En el mismo se describe (1) el efecto del ambiente
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térmico materno sobre el nivel de dormicion a cosecha, su relacion con el tipo de
dormicioén predominante y la sensibilidad a ABA, y (2) el efecto del ambiente térmico
durante el almacenaje post-cosecha sobre el nivel de dormicidn, su relacion con el tipo
de dormicidon predominante, el contenido de ABA en los embriones y la sensibilidad a
ABA y GAs.

| LLENaDO |
¥ T° de llenado a partir de * T° de llenado a partir de
loz 454°Cd deszde antesiz los £54°Cd desde antesis
Menor — — - -
dormicion ﬂ Dormicion smbrionaria B 1[:17: D.r.
a cosecha dormicién

a cosecha

ALMACENAJE |

¥ T° de almacenaje 4 T° de almacensje

Menor
Mavor dormicidn
dormicién durante el
durante el almacenaje
almacenaje

Fig. 4.1. Modelo conceptual esquematico del control de la dormicion en frutos de girasol, generado a
partir de los datos obtenidos en esta tesis.

Para la discusion general y conclusiones de los resultados presentados en los
capitulos anteriores, esta seccion se dividird en una primera parte, en la cual se
discutiran los resultados obtenidos en relacion al efecto del ambiente térmico durante las
etapas de llenado y almacenaje post-cosecha sobre el nivel de dormicion, una segunda
seccion donde se discutiran los resultados obtenidos en relacion a los efectos de las
estructuras del fruto en la determinacion del nivel de dormicion y su relacion con el
ambiente térmico de llenado y almacenaje, y una tercera seccion, en donde se
desarrollaran los resultados relacionados a la asociacion entre el ambiente térmico, la
regulacion hormonal y su posible relacion con el nivel de dormicion. Por ultimo, se
puntualizaran las posibles implicancias agronémicas de los resultados obtenidos, asi
como las posibles futuras lineas de investigacion derivadas de los mismos.

Efectos del ambiente térmico explorado durante la etapa de llenado y almacenaje
post-cosecha sobre el nivel de dormicion en frutos de girasol

Se ha encontrado para diversas especies, que el nivel de dormicion de las semillas
y/o frutos generalmente se intensifica ante condiciones de menor temperatura durante la
etapa de desarrollo-maduracion en la planta madre (llenado) (Fenner, 1991; Benech-
Arnold, 2004). Algunas excepciones a esta regla general fueron reportadas en quinoa
(Ceccato, 2011), soja (Keigley y Mullen, 1986) y Stylosanthes amata (Argel y
Humphreys, 1983). En estas especies, temperaturas altas durante el llenado de las
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semillas y/o frutos se asociaron a aumentos en sus niveles de dormicién. Algunos
trabajos basados en ensayos en invernaculo bajo regimenes de temperaturas constantes
(Fonseca, 2000; Rodriguez et al., 2003) aportan evidencias que sugeririan que también
en girasol, mayores temperaturas durante el llenado estarian asociadas a mayores
niveles de dormicion de los frutos al momento de la cosecha. En estos trabajos, se
observé que frutos expuestos a mayores temperaturas durante la mayor parte del llenado
presentaron menores porcentajes de germinacion que aquellos expuestos a temperaturas
mas bajas, mientras que periodos cortos de alta temperatura (7 dias) no produjeron
efectos significativos (Rodriguez et al, 2003). Tampoco se observaron efectos
significativos sobre el porcentaje final de germinacion cuando solo la inflorescencia fue
expuesta a mayores temperaturas durante el llenado (Libenson, 1995).

Los resultados obtenidos en esta tesis, los cuales fueron generados a partir de
ensayos a campo y conducidos bajo las mismas practicas que las aplicadas en el proceso
de produccion de semilla hibrida a nivel comercial, avalan las respuestas observadas por
Fonseca (2000) y Rodriguez et al. (2003). En efecto, los cambios en el nivel de
dormicién de los frutos de girasol a cosecha y durante la post-cosecha se encontraron
estrechamente relacionados con la temperatura a la que se expusieron los frutos durante
el llenado. Asi, un ambiente de mayor temperatura durante esta etapa se asocid a
mayores niveles de dormicidn a cosecha y a una menor tasa de salida de la dormicion
durante la post-cosecha en comparacion al ambiente control de menor temperatura (Fig.
2.11, 2.12 y 2.15). Esta respuesta también fue observada en los ensayos con diferentes
fechas de siembra (Fig. 2.6), en donde las siembras tempranas, expuestas a mayores
temperaturas durante el llenado, se asociaron a una mayor dormicioén de los frutos a
cosecha y a un patron de salida de la dormicidon mas lento que los frutos de la fecha de
siembra mas tardia, expuestas a menores temperaturas durante el llenado. Estos
resultados nos permiten aceptar la hipotesis 1:“el ambiente térmico explorado durante
la etapa de llenado afecta el nivel de dormicion de los frutos de girasol a cosecha.
Mayores temperaturas experimentadas por los frutos durante la etapa de llenado
determinan un mayor nivel de dormicion a cosecha” (Fig. 4.1). Estas “mayores”
temperaturas durante el llenado son consideradas dentro del ambiente térmico explorado
en cada uno de los experimentos, en futuras investigaciones se deberia confirmar si esta
respuesta se verifica dentro de otros rangos térmicos.

Sin embargo, tal como se discutiera en el Capitulo 2, en funcién de la comparacion
de los resultados obtenidos en los distintos experimentos, surge que la temperatura no
seria el unico factor ambiental que regularia el nivel de dormicioén durante el llenado en
esta especie. En este sentido, la diferencia observada en el nivel de dormicién a cosecha
entre la fecha de siembra temprana y la fecha de siembra tardia (Fig. 2.6) fue
significativamente mayor que la diferencia observada entre los tratamientos de mayor y
menor temperatura aplicados en forma controlada (Fig. 2.11). Esto sugiere que las
diferencias en fotoperiodo y/o radiacion resultantes de las variaciones en la fecha de
siembra (Cuadro 2.1) también podrian estar ejerciendo efectos en la determinacion del
nivel de dormicioén en esta especie. Resultados recientes, donde se observd un efecto
significativo de ambos factores (fotoperiodo y nivel de radiacidon) sobre el nivel de
dormiciéon en frutos de un linea endocriada de girasol, apoyarian esta hipdtesis
(Pizzorno et al., 2012).

Asi como ocurre con otros factores del ambiente, el momento de ocurrencia de
ciertos regimenes térmicos durante el ciclo de vida parental determina su resultado
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(Fenner, 1991). Por ejemplo, en algunas especies de Lolium, la aplicacion de bajas
temperaturas cerca de antesis redujo la dormicidon, mientras que durante el periodo de
llenado efectivo, la incrementd (Wiesner y Grabe, 1972). En la presente tesis se evaluo
si el aumento en el nivel de dormicion observado en frutos de girasol como
consecuencia de mayores temperaturas durante el llenado se observaba indistintamente
del momento de ocurrencia de esas mayores temperaturas. Los resultados obtenidos
indican que, también en esta especie, el momento de exposicion de los frutos a mayores
temperaturas durante el llenado condiciona la respuesta observada. Asi, cuando las
mayores temperaturas ocurrieron hacia fines del llenado (i.e. a partir de los 454°Cd
desde antesis, Tb=6°C) se observo un incremento en el nivel de dormicion de los frutos
(Fig. 2.15 y 4.1). En contraste, cuando las mayores temperaturas ocurrieron hacia el
inicio del llenado, no se observaron diferencias significativas en el nivel de dormicion
respecto al testigo de menores temperaturas (Fig. 2.15). Una respuesta similar fue
reportada en cebada, donde altas temperaturas hacia fines de llenado (300-350°Cd desde
antesis) fueron las que presentaron mayor correlaciéon con los niveles de dormicion
observados a cosecha (Rodriguez et al., 2001).

Luego de la cosecha, el ambiente térmico al que se exponen las semillas también
ejerce un rol en la dindmica de salida de la dormicion. La temperatura es considerada un
factor critico que afecta la tasa de salida de la dormicién durante el almacenaje. En
muchas especies, la salida de la dormicion se acelera ante aumentos en la temperatura
de post-maduraciéon o almacenaje post-cosecha (Hilhorst, 1995; Bazin et al, 2011).
Ejemplos de este tipo de respuesta han sido documentados para Chenopodium album
(Karssen, 1970), Chenopodium quinoa (Ceccato, 2011) y arroz (Roberts, 1962), entre
otros.

Tal como se mencionara en los capitulos anteriores, en girasol existe cierta
controversia, tanto en la industria como en la literatura, acerca del efecto que ejerce el
ambiente térmico sobre la modulacion del nivel de dormicion durante el almacenaje.
Esta controversia probablemente se deba a la diferente combinacidon de genotipos, tipo
de estructura utilizada en los experimentos (i.e. embrion o fruto completo),
temperaturas, momentos y duracion de los tratamientos aplicados en cada trabajo. Por
ejemplo, los trabajos reportados por Cseresnyes (1979) y Brunick (2007), utilizaron
periodos de almacenaje cortos (3 dias y 1 dia respectivamente) para evaluar el efecto de
la temperatura de almacenaje sobre la salida de la dormicion. Mientras que Cseresnyes
(1979) encontr6 que el almacenaje a 0°C resultd efectivo en la liberacion de la
dormicion, Brunick (2007) no encontrd diferencias con almacenajes a temperaturas
contrastantes (-20°C, 20°C y 50°C). En otros estudios, Bazin et al. (2011), utilizando
embriones desnudos de girasol, puso de manifiesto la importancia de la interaccion
entre el contenido de humedad de las semillas y la temperatura de almacenaje en la
determinacion de la salida de la dormicion. Los resultados indican que la tasa de salida
de la dormiciéon mostrd incrementos ante aumentos de las temperaturas de almacenaje,
cuando los contenidos de humedad de la semilla fueron de 10 a 12%. Con contenidos de
humedad menores (i.e. 2.5, 4 y 5%), la respuesta fue contraria. Asi, el punto de
inflexion en el cual la respuesta comenzaria a ser diferente se encuentra entre 5 y 10%
de humedad, rango que incluye al contenido de humedad al cual se almacenan los frutos
de girasol durante el proceso de produccion de semilla hibrida. En efecto, durante este
proceso, la cosecha se efectia con un contenido de humedad de los frutos de cerca de
11%, y luego se seca hasta obtener valores de humedad de 5.5 a 6% (Garello,
comunicacion personal). Los resultados obtenidos en la presente tesis indican que, con
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el mismo contenido de humedad utilizado en la produccion de semilla hibrida (i.e. 6%)
los frutos almacenados a mayor temperatura (25°C) presentan mayor tasa de salida de la
dormicion que aquellos almacenados a menor temperatura (5°C) (Fig. 3.1, 3.2, 3.3 y
4.1). Estos resultados nos llevan a rechazar la hipotesis 2: “la temperatura explorada
durante el almacenaje post-cosecha afecta el nivel de dormicion de los frutos de
girasol. Mayores temperaturas de almacenaje (>20°C) retrasan la salida de la
dormicion de los frutos en comparacion con lo observado a menores temperaturas

(<10°C)”".

Cuando se evalud el patron de salida de la dormicion a varias temperaturas de
almacenaje dentro del rango 5°C a 30°C, la respuesta presentd la misma tendencia (Fig.
3.14). Mayores temperaturas de almacenaje se asociaron a incrementos de la tasa de
germinacion y/o a mayores porcentajes de germinacion final (i.e. menores niveles de
dormicién) (Fig. 3.15 y 3.16). Sin embargo, cabe destacar que en estos experimentos el
almacenaje a 10°C no se diferenci6 de las mayores temperaturas de almacenaje
evaluadas en cuanto a la tasa de salida de la dormicidn y al porcentaje de germinacion
final. Estos resultados plantean la posibilidad de la existencia de un mecanismo
diferencial de salida de la dormicion a esta temperatura de almacenaje, que conduciria a
similares niveles de dormicidon que lo observado en mayores temperaturas, por lo que
una mayor exploracion de lo que ocurre a 10°C de almacenaje deberad realizarse en
futuros estudios.

El efecto de la temperatura de almacenaje sobre el patron de salida de la
dormicién también se encontrd relacionado al ambiente térmico al que los frutos se
expusieron durante el llenado. En este sentido, se observd un proceso de salida de la
dormicion significativamente mas lento a bajas temperaturas de almacenaje en frutos
expuestos a mayores temperaturas durante el llenado (Fig. 3.2) que en aquellos que
fueron expuestos a temperaturas menores (Fig. 3.1). Esta situacion alerta acerca de la
importancia de la variacién interanual en el nivel de dormicion que presentan las
semillas a cosecha, y su relacion con el efecto del ambiente de almacenaje sobre la
salida de la dormicion.

Efecto de las estructuras del fruto en la determinacion del nivel de dormicion y su
relacion con el ambiente térmico durante el llenado y el almacenaje

Los altos niveles de dormicion observados en los aquenios a cosecha y durante los
primeros dias post-cosecha resultaron de la co-existencia de dormicidon embrionaria y
dormicién impuesta por las cubiertas (Fig. 2.16). La remocién del pericarpio, y
particularmente de la cubierta seminal verdadera hacia los 15 dias post-cosecha
aument6 significativamente el porcentaje de germinacion de los aquenios incubados a
11°C. Sin embargo, la remocion de estas cubiertas determind porcentajes de
germinacion menores al 100%, demostrando la existencia de cierto nivel de dormicién
embrionaria. Resultados similares fueron reportados por Corbineau et al. (1990), en los
que la remocién de las cubiertas condujo a un aumento parcial en el porcentaje de
germinacion. En el presente trabajo, a diferencia de los reportes ya existentes en la
literatura, se pone de manifiesto la importancia de la cubierta seminal verdadera en la
determinacion del nivel de dormicion a cosecha y durante la post-cosecha, que
dependiendo del momento de post-maduracion, presenta mayor relevancia en la
imposicion de la dormicion que el pericarpio.
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Tal como se ha detallado en la seccion previa, el nivel de dormicion de los frutos
fue mayor en las fechas de siembra tempranas (de mayores temperaturas durante el
llenado). En la presente tesis se investigd si el ambiente térmico durante el llenado de
los granos modula el tipo de dormicién predominante (embrionaria o impuesta por las
cubiertas). Los altos niveles de dormicién de los frutos expuestos a mayores
temperaturas de llenado se explicaron principalmente por una alta dormicién impuesta
por las cubiertas, ya que su remocioén aumentd significativamente el porcentaje de
germinacion (Fig. 2.17). Por el contrario, las siembras tardias (de menores temperaturas
durante el llenado) se asociaron a menores niveles de dormicion, que principalmente se
debieron a dormicién embrionaria, ya que la remocién de las cubiertas s6lo condujo a
pequefios aumentos en el porcentaje de germinacion (Fig. 2.17). La respuesta observada
en cuanto al tipo de dormiciéon predominante segun las distintas fechas de siembra,
efectivamente podria estar explicada por diferencias en el ambiente térmico, ya que
similares respuestas fueron observadas en ensayos con manejo de temperatura en forma
controlada mediante el uso de carpas. En efecto, al igual que en el experimento de
fechas de siembra, los frutos provenientes de tratamientos con mayor temperatura
durante el llenado, presentaron mayor dormicién impuesta por cubiertas que los frutos
de tratamientos con menor temperatura, en los cuales predomind la dormicion
embrionaria, particularmente durante los primeros 30 dias post-cosecha (Fig. 2.18 y
2.19). Estos resultados nos permiten aceptar la hipotesis 3: “frutos de girasol expuestos
a ambientes térmicos durante la etapa de llenado que determinan un mayor nivel de
dormicion a cosecha presentan una mayor proporcion de la dormicion explicada por
las cubiertas, en comparacion con lo observado en frutos expuestos a ambientes
térmicos durante el llenado que determinan un menor nivel de dormicion a cosecha”
(Fig. 4.1). Respuestas similares fueron descriptas para quinoa (Ceccato et al., 2011), en
donde las siembras tempranas de mayores temperaturas durante el llenado se asociaron
a mayores niveles de dormicion, explicados por dormicién impuesta por las cubiertas,
mientras que las siembras tardias de menores temperaturas durante el llenado se
asociaron a menores niveles de dormicion, explicados mayormente por dormicion
embrionaria.

Si bien las mayores temperaturas durante el llenado se asociaron a mayores
niveles de dormicion, y estos mayores niveles de dormicion se explicaron a su vez por
una mayor dormicion por cubiertas, los resultados obtenidos indican que el pericarpio y
la cubierta seminal verdadera no estarian participando en la imposicion de la dormicién
en la misma medida, y que su importancia relativa presenta una fuerte influencia del
ambiente térmico explorado por los frutos durante el llenado. Asi, la cubierta seminal
verdadera fue el tejido que explicO en mayor proporcion los mayores niveles de
dormicion observados en los frutos expuestos a una mayor temperatura durante el
llenado (Fig. 2.19 y 2.20), ya que la remocion de la misma condujo a mayores aumentos
en el porcentaje de germinacién que la remocion del pericarpio. Segun trabajos
efectuados en girasol por Rolletschek e al. (2007), la difusién de oxigeno al embrion
esta principalmente limitada por la cubierta seminal verdadera, y no por el pericarpio.
En base a estos resultados, el mecanismo por el cual la cubierta seminal verdadera
podria estar regulando el nivel de dormicion de los aquenios seria a través de
limitaciones a la entrada de oxigeno al embrion. A su vez, esta menor disponibilidad de
oxigeno podria estar limitando la actividad de las enzimas que actiian en el catabolismo
de ABA (i.e. ABA’S8 hidroxilasas, dependientes de la disponibilidad de oxigeno), lo que
podria conducir a un mayor contenido de ABA en el embrion, explicando los mayores
niveles de dormicion de los aquenios expuestos a un ambiente de mayor temperatura



97

durante el llenado. Se requeriran futuras investigaciones para confirmar el efecto de la
cubierta seminal verdadera sobre el contenido de ABA en el embrion, y su relacion con
el ambiente térmico durante el llenado y el nivel de dormicidn resultante.

Mas alla de los efectos del ambiente térmico sobre el nivel de dormicion, y del
tipo de dormicion predominante, la expresion de los niveles diferenciales de dormicion
se encontrd altamente ligada a la temperatura de incubacion. En este sentido, los
resultados obtenidos indican que la dormicién embrionaria se expresaria mas a “bajas”
temperaturas de incubacion (11°C) (Fig. 2.19) que a “altas” temperaturas de incubacion
(25°C) (Fig. 2.20). Esta observacion coincide con aquellas descriptas por Corbineau et
al. (1990) en girasol, donde la dormicién embrionaria se expresd en mayor medida ante
bajas temperaturas de incubacion (15°C). En relacion a los frutos, los resultados
obtenidos en esta tesis muestran que la dormicidén también se expresd en mayor medida
a menor temperatura de incubacion. Asi, los aquenios incubados a baja temperatura
(11°C) (Fig. 2.7, 2.12, 2.19) se mantuvieron con elevados niveles de dormicion durante
largos periodos, en contraste con lo observado a mayores temperaturas de incubacion
(25°C) (Fig. 2.6, 2.11 y 2.20). Esto indicaria que a medida que los frutos salen de la
dormicidén, éstos adquiririan paulatinamente la capacidad de germinar a temperaturas
cada vez menores, explicando de este modo los resultados obtenidos, en donde primero
germinan a 25°C (Fig. 2.6 y 2.11) y posteriormente adquieren la capacidad de germinar
a 11°C (Fig. 2.7 y 2.12). Observaciones similares fueron reportadas por Corbineau et al.
(1990), donde luego de un largo periodo de almacenaje, se observo una ampliacion en el
rango de temperaturas permisivas para la germinaciéon como consecuencia de un
aumento en la capacidad de germinacion a bajas temperaturas (10°C). En este sentido,
los resultados obtenidos avalan el modelo que indica que durante el almacenaje post-
cosecha en seco, las semillas experimentan cambios fisiologicos que se reflejan
generalmente en una disminucion de su nivel de dormicion. Acompafiando este proceso,
los requerimientos para la germinacion usualmente se convierten en menos especificos
(Probert, 2000), ya que el rango de condiciones ambientales que posibilitan la
germinacion se amplia (Baskin y Baskin, 2004; Batlla y Benech-Arnold, 2010).

En relacion a los efectos del ambiente térmico durante el almacenaje sobre el tipo
de dormicidon predominante, los resultados obtenidos muestran que los mayores niveles
de dormicidon observados en los frutos almacenados a menor temperatura (5°C) se
explican, al menos en parte, por una mayor dormicion embrionaria que en aquellos
almacenados a mayor temperatura (25°C) (Fig. 4.1). En efecto, si bien la remocion de
las cubiertas se asocid a aumentos en el porcentaje de germinacion de los frutos en
ambas temperaturas de almacenaje (Fig. 3.6, 3.7, 3.8, 3.9), estos aumentos fueron
menores en los frutos almacenados a menor temperatura, ya que en el ellos, el
componente de dormicion embrionaria fue el mas significativo. La dormicidon impuesta
por cubiertas fue cobrando mayor relevancia a medida que se fue perdiendo la
dormiciéon embrionaria, particularmente en los frutos provenientes del almacenaje a
mayor temperatura. Considerando los diferentes tejidos que componen las cubiertas, los
resultados han sido variables indicando que tanto el pericarpio como la cubierta seminal
verdadera participarian en la imposicion de la dormicion durante el almacenaje post-
cosecha, ya que la remocion de cualquiera de las dos estructuras resultdé en aumentos
significativos de los porcentajes de germinacion (Fig. 3.10, 3.11, 3.12 y 3.13).
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Ambiente térmico, regulacion hormonal, y su relacion con el nivel de dormicion

Dada la importancia de la mediacion hormonal en los efectos de las sefiales del
ambiente sobre el nivel de dormicién, en el presente trabajo se evalud, en forma
preliminar, si los mayores niveles de dormicion observados en respuesta a mayores
temperaturas durante el llenado se encontraban asociados a una mayor sensibilidad al
ABA de los frutos cosechados.

Trabajos efectuados en quinoa (Ceccato, 2011), Sorghum bicolor (Benech-
Arnold et al., 1995a y Benech-Arnold et al., 1995b) y cebada (Benech-Arnold et al.,
1999), entre otros, reportan la existencia de una asociacion entre la sensibilidad de los
tejidos a ABA y el nivel de dormicion de las semillas. La sensibilidad a ABA puede ser
diferente seglin el genotipo, como ocurre en embriones de distintos cultivares de trigo
(Walker-Simmons, 1987) y de Sorghum bicolor resistentes o susceptibles al brotado
pre-cosecha (Steinbach et al, 1995); o bien, segun el estadio ontogénico, como se
describe para colza (Finkelstein et al., 1987), soja (Eisenberg y Mascarenhas, 1985),
embriones de girasol (Le Page- Degivry, 1996) y trigo (Walker-Simmons, 1987); o
también segun las condiciones ambientales, como la disponibilidad de nutrientes en
Sorghum bicolor (Benech- Arnold ef al., 1995a). En estos trabajos, genotipos, estadios
ontogénicos y condiciones ambientales conducentes a un mayor nivel de dormicion, se
asociaron a una mayor sensibilidad a ABA por parte de los frutos, semillas y/o
embriones de estas especies. En el presente trabajo, los resultados obtenidos sugieren
que también en girasol, el ambiente explorado por los frutos durante el llenado afecta su
nivel de dormicidén y concomitantemente, la sensibilidad de los mismos a ABA. En
efecto, los frutos expuestos a una mayor temperatura durante el llenado presentaron un
mayor nivel de dormicion, y en paralelo, una mayor sensibilidad a esta hormona (Fig.
4.1), ya que la aplicacion exogena de 50 uM de ABA condujo a una mayor disminucion
del porcentaje de germinacion respecto al medio control que lo observado en frutos
expuestos a una menor temperatura durante el llenado (Fig. 2.21).

A su vez, los resultados obtenidos sugieren que la sintesis de ABA de novo
durante la incubacion se encontraria asociada al mantenimiento de la dormicion de los
frutos de girasol luego de la cosecha, ya que la aplicacion de un inhibidor de la sintesis
de ABA (fluridone) al medio de incubacion liber6 a los frutos de la dormicion,
determinando porcentajes de germinacion cercanos al 100% (Fig. 2.21). La importancia
de la sintesis de ABA de novo durante la incubacion sobre el mantenimiento de la
dormicion en girasol, fue descripta en trabajos previos por Le Page-Degivry y Garello
(1992) utilizando ejes embrionarios. En ese trabajo, la aplicacion de fluridone al medio
de incubacién promovio la germinacion de ejes embrionarios provenientes de embriones
inmaduros con altos niveles de dormicion. Los resultados obtenidos en el presente
trabajo sugieren que la sintesis de novo de ABA también jugaria un rol en el
mantenimiento de la dormicion en frutos maduros.

En esta tesis se propuso ademds evaluar, en forma preliminar, si las diferencias
observadas en el nivel de dormicion de los frutos en respuesta al ambiente térmico
durante el almacenaje se encuentran asociadas a diferencias en la sensibilidad de los
frutos al ABA y las GAs. En relacion a lo observado en el caso del ABA, los
resultados sugieren que los mayores niveles de dormicion observados en los frutos
almacenados a menor temperatura podrian explicarse, al menos en parte, por presentar
una mayor sensibilidad a ABA, ya que una aplicacion exdgena de ABA de 10uM



99

condujo a una caida mayor en el porcentaje de germinacion en relacion a lo observado
para frutos almacenados a mayor temperatura (Fig. 3.17). Estos resultados nos
permiten aceptar la hipotesis 4: “el mayor nivel de dormicion que presentan los frutos
de girasol expuestos a temperaturas que retrasan la salida de la dormicion durante el
almacenaje post-cosecha se asocia a una mayor sensibilidad al ABA, en comparacion
con lo observado en frutos expuestos a temperaturas que adelantan la salida de la
dormicion durante el almacenaje” (Fig. 4.1).

El contenido de ABA del embrion es otro factor que podria explicar los diferentes
niveles de dormicidon observados como resultado del almacenaje a las dos temperaturas
evaluadas. En efecto, los resultados obtenidos mostraron que el contenido de ABA en el
embrion previo a la incubacidon, y luego de 24 hs de incubacién, fue mayor en frutos
provenientes del almacenaje a menor temperatura que en aquellos provenientes del
almacenaje a mayor temperatura (Fig. 3.25 y 3.27). El contenido diferencial de ABA
observado previo a la incubacion indicaria la existencia de una reduccion diferencial del
nivel de ABA enddgeno durante el almacenaje en seco a ambas temperaturas. Esta
observacion también fue reportada en semillas de Nicotiana plumbaginifolia (Grappin et
al., 2000), en donde el contenido de ABA endogeno en semillas dormidas fue
significativamente mayor al de semillas que habian disminuido su nivel de dormicién
durante el almacenaje en seco. Por otro lado, el mayor contenido de ABA end6geno
durante la incubacién observado en los frutos almacenados a menor temperatura
indicaria la existencia de una dindmica de sintesis y/o catabolismo de ABA diferencial
entre ambas temperaturas de almacenaje, que también podria estar explicando los
mayores niveles de dormicion de los frutos almacenados a menor temperatura (Fig.
3.25,3.27 y 4.1). Mayores niveles de ABA durante la incubacion de semilla dormida en
comparacion a semilla no dormida, fueron también reportados para el ecotipo Cvi de 4.
thaliana (Ali-Rachedi et al.,, 2004) y para Nicotiana plumbaginifolia (Grappin et al.,
2000). Cuando el contenido ABA se analiz6 en funcion de los dos tejidos que componen
el embrién (ejes embrionario + cotiledones), se observd un patrén de respuesta similar
al registrado en el embrién, mas alla de que en ciertos casos puntuales las diferencias
observadas no fueran significativas (Fig. 3.26 y 3.28). Las diferencias observadas en el
contenido de ABA durante la incubacidn entre temperaturas de almacenaje, sumado al
hecho de que la aplicacion de un inhibidor de la sintesis de novo de ABA determin6
aumentos significativos de la germinacion en frutos almacenados a menor temperatura,
mientras que no produjo efectos significativos en aquellos almacenados a mayor
temperatura (Fig. 3.19), sugieren que un mecanismo asociado a la sintesis de ABA de
novo podria estar explicando, al menos en parte, los niveles diferenciales de dormicion
observados entre temperaturas de almacenaje.

Si bien los frutos provenientes de ambos ambientes térmicos de almacenaje
presentaban diferente nivel de dormicion al momento de la determinacion del contenido
enddgeno de ABA, los embriones aislados de las cubiertas no expresaron dormicion al
ser incubados en agua (Fig. 3.25 y 3.27). Estos resultados sugeririan que las cubiertas
podrian estar involucradas en la regulacion del contenido de ABA de los embriones,
donde la remocion de las mismas podria promover un aumento de la tasa de catabolismo
de ABA (probablemente producto de un aumento en los niveles de oxigeno y una mayor
actividad de la ABA 8’ hidroxilasa), o bien posibilitar la difusion de ABA al medio,
determinando una disminucion de los niveles de ABA en los embriones y la no
expresion de dormicion. Estudios adicionales en este aspecto serian necesarios para
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confirmar esta hipotesis, y lograr una mayor comprension de los mecanismos a través de
los cuales las cubiertas podrian estar regulando la dormicion en frutos de esta especie.

En cuanto a las GAs, los resultados obtenidos sugieren que los mayores niveles de
dormicién observados en los frutos almacenados a menor temperatura también se
asociarian a una menor sensibilidad de los mismos a las GAs (Fig. 3.20 y 3.21), ya que
una aplicacion exogena de 10uM de GAs no afectd la germinacion de esos frutos y
semillas, mientras que si aumentd la germinacion de los frutos almacenados a mayor
temperatura (Fig. 3.20 y 3.21). Sin embargo, estas diferencias en sensibilidad entre
temperaturas de almacenaje no fueron observadas cuando se compard la respuesta de los
embriones (Fig. 3.22), evidenciando un efecto de las cubiertas en relacion a la respuesta
a las GAs presentada por parte de los frutos completos; probablemente mediante un
efecto indirecto a través de la modulacion de los niveles enddgenos de ABA como fue
postulado en parrafos anteriores. Por otro lado, los resultados también sugieren un
efecto de la sintesis de GAs de novo en la germinacion de frutos almacenados a mayor
temperatura, ya que la aplicacion de un inhibidor de la sintesis de GAs (paclobutrazol)
determind una disminucién en el porcentaje de germinacion (Fig. 3.20, 3.21 y 3.22).
Este mecanismo pareceria no tener efecto en frutos almacenados a menor temperatura,
con mayor nivel de dormicidon. Los resultados obtenidos nos permiten aceptar la
hipotesis 5: “el mayor nivel de dormicion que presentan los frutos de girasol expuestos
a temperaturas que retrasan la salida de la dormicion durante el almacenaje post-
cosecha se asocia a una menor sensibilidad a la GAs, en comparacion con lo observado
en frutos expuestos a temperaturas que adelantan la salida de la dormicion durante el
almacenaje” (Fig. 4.1).

Los resultados obtenidos en relacion a la respuesta a ABA y GAs apoyan el
modelo ampliamente aceptado que indica que el balance entre los niveles de ABA y
GAs, y entre la sensibilidad a estas hormonas, ejercerian un rol central en la regulacion
del nivel de dormicion de las semillas, y que este balance, a su vez, estaria modulado
por las senales del ambiente (Finkelstein et al., 2008). Asimismo, este modelo indica
que la transicion desde el estado de dormicion hasta el estado de “liberacion de la
dormicién” es acompafiado por una disminuciéon en la sensibilidad al ABA y un
aumento en la sensibilidad a GAs (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006). En efecto,
en la presente tesis los resultados obtenidos evidencian que la salida anticipada de la
dormicion asociada al almacenaje a mayor temperatura, estaria acompafiada por una
disminucion en la sensibilidad al ABA y un aumento en la sensibilidad a las GAs, en
contraste con lo observado en los frutos provenientes del almacenaje a menor
temperatura, en los que sus mayores niveles de dormicidon se asociaron a una mayor
sensibilidad al ABA y una menor sensibilidad a las GAs. En ensayos reportados por Le
Page-Degivry et al. (1996), se obtuvieron respuestas similares luego de exponer
embriones de girasol a tratamientos que promovieron la liberacion de la dormicion. En
estos trabajos, la sensibilidad de los embriones a ABA se redujo luego de un largo
periodo de almacenaje, en comparacion a lo observado en embriones inmaduros recién
cosechados que aun presentaban altos niveles de dormicion. Por otro lado, la
sensibilidad a GAs aument6 luego de tratamientos que promovieron la liberacién de la
dormicién, como secado de embriones e incubacion en agua en agitacion.

En esta tesis también se demostrd que una aplicacion exogena de etefon aumentd
a valores casi maximos la germinacion de frutos dormidos provenientes de ambas
temperaturas de almacenaje (Fig. 3.23) y de embriones dormidos provenientes del
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almacenaje a baja temperatura (Fig. 3.24). La importancia del etileno en la regulacion
del nivel de dormicion de frutos y embriones de girasol fue previamente reportada por
Corbineau et al. (1990). En ese trabajo, la incubacidén en atmoésferas enriquecidas con
etileno, o en medios de incubacion conteniendo a un precursor del etileno (ACC),
estimuld significativamente la germinacion de frutos y embriones con altos niveles de
dormicion. Los resultados obtenidos como respuesta a la aplicacion de etefon, no
permitieron determinar la existencia de una sensibilidad diferencial a etileno segun el
ambiente térmico de almacenaje, ya que se obtuvieron porcentajes de germinacion
maximos para los frutos y embriones provenientes de ambos ambientes térmicos.
Futuros ensayos en los que se apliquen dosis menores a las utilizadas en esta tesis seran
necesarios para determinar si existe una sensibilidad diferencial al etileno asociada a los
distintos niveles de dormicidon observados ante almacenajes a distintas temperaturas.

Segun lo reportado en los capitulos anteriores, los aquenios incubados a baja
temperatura (11°C) presentaron valores de germinacion casi nulos atn luego de un largo
periodo de almacenaje (Fig. 2.12, 2.16, 2.18, 2.19, 3.6, 3.8, 3.9, 3.10 y 3.11). Estos
bajos porcentajes de germinacién no pudieron ser incrementados por una aplicacion de
GAs al medio de incubacion, asi como tampoco por la aplicacion de un inhibidor de la
sintesis de novo de ABA (fluridone) (datos no presentados). Sin embargo, los niveles de
germinacion se incrementaron hasta valores cercanos al 100% con una aplicacion
exdgena de etefon (Fig. 3.23) Estos resultados sugeririan la posibilidad de un
requerimiento de etileno para la germinacion de frutos incubados a baja temperatura, o
de la existencia de algun otro mecanismo de imposicion de la dormicion a bajas
temperaturas no abordado en esta tesis.

A modo de resumen podemos concluir que los resultados obtenidos aportan
evidencias concretas de que el ambiente térmico explorado por los frutos durante el
llenado y el almacenaje afecta el nivel de dormicion de los mismos a cosecha y durante
la post-cosecha (Fig. 4.1). En efecto, ambientes de mayor temperatura durante el llenado
se asocian a un mayor nivel de dormicion, principalmente cuando las mayores
temperaturas ocurren hacia fines del llenado (a partir de los 454°Cd desde antesis). Este
mayor nivel de dormicién se explica, al menos en parte, por una mayor dormicidon
impuesta por las cubiertas y por una mayor sensibilidad de los frutos a ABA. A su vez,
se observd que el almacenaje a menores temperaturas (5°C) retrasa la salida de la
dormicion de los frutos durante la post-cosecha en relacién al almacenaje a mayor
temperatura (25°C). Este mayor nivel de dormicion asociado al almacenaje a menor
temperatura, se explica, al menos en parte, por una mayor dormicién embrionaria, una
mayor sensibilidad al ABA, un mayor contenido de ABA en los frutos durante el
almacenaje en seco y durante las primeras horas de incubacién, y una menor
sensibilidad a las GAs.

Implicancias agronomicas de los resultados obtenidos

Los resultados obtenidos en la presente tesis fueron generados en ensayos
conducidos bajo las mismas practicas de manejo que las aplicadas durante la produccion
de semilla hibrida a nivel comercial, lo cual facilita la utilizaciéon de los mismos como
guia para disefar estrategias de manejo que permitan disminuir la problematica de la
dormicién en la produccion de semilla de girasol. Por ejemplo, los resultados descriptos
en torno al efecto de la temperatura durante el llenado, y al momento donde se
presentaria la mayor sensibilidad al ambiente térmico para la determinacion del nivel de



102

dormicion a cosecha, sugieren que los altos niveles de dormicion observados
frecuentemente en los lotes de semilla a cosecha podrian ser disminuidos, al menos en
parte, a través de la seleccion de fechas de siembra y/o sitios que presenten menor
probabilidad de ocurrencia de altas temperaturas hacia fines de la etapa de llenado. En
relacion a la post-cosecha los resultados sugieren que la tasa de salida de la dormiciéon
durante el almacenaje podria ser favorecida almacenando los lotes cosechados a
temperaturas relativamente ‘“‘altas” (25°C), permitiendo asi acortar los tiempos de
almacenaje de la semilla entre la cosecha y el procesamiento comercial. En relacion a la
expresion de la dormicidn, los resultados sugieren que deberia recomendarse a los
productores la siembra en épocas en que las temperaturas del suelo no sean muy bajas,
para evitar la expresion de la dormicion en genotipos susceptibles bajo estas
condiciones. Por otro lado, y considerando lo observado en esta tesis en relacion a la
importancia del pericarpio y la cubierta seminal en la regulacion de la dormicion en
girasol, asi como la respuesta a ABA, GAs y etileno, la inclusion de materiales con
variabilidad en estas caracteristicas en los programas de mejoramiento, puede resultar en
un valioso aporte en la busqueda de la disminuciéon de los problemas asociados a la
presencia de dormicidn en esta especie.

Futuras investigaciones derivadas de los resultados obtenidos

En la presente tesis se evaluo el efecto del ambiente térmico materno y de post-

cosecha sobre el nivel de dormicién en frutos de girasol, y su relacioén con los efectos de
las estructuras del fruto y la sensibilidad a las principales hormonas vegetales asociadas
a este proceso. Los resultados obtenidos sugieren nuevas preguntas en relacion a los
mecanismos que estarian regulando la dormicidn en girasol, como por ejemplo:
(Cudl es el mecanismo detrds de la dormicidon impuesta por las cubiertas,
particularmente bajo ambientes maternos de mayor temperatura, que presentan frutos
con mayor nivel de dormicion? ;Qué rol cumplen el pericarpio y la cubierta seminal
verdadera en la imposicion de la dormicidén por cubiertas? ;Las cubiertas afectan los
niveles de oxigeno en el embrion afectando el metabolismo del ABA? ;Cual es el
mecanismo que regula las variaciones en el nivel de dormiciéon embrionaria durante el
almacenaje post-cosecha, particularmente ante almacenajes a menor temperatura y
mayor nivel de dormicion? ;Existe algin mecanismo diferencial de la salida de la
dormicion ante almacenajes a 10°C respecto a menores temperaturas? ¢Existen
diferentes Optimos térmicos para la salida de la dormicion durante el almacenaje para
diferentes genotipos? ;Cudl es el mecanismo a través del cual el etefon logra liberar de
la dormicién a los aquenios incubados a bajas temperaturas? ;Cudl es el rol de otras
hormonas vegetales y su interaccion en la regulacion del nivel de dormicion ante
ambientes térmicos diferenciales? Estas cuestiones deberian ser abordadas en
investigaciones futuras.
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ANEXO
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Fig. A. 3.15. Porcentaje de germinacioén final de aquenios incubados a 15 °C previo a su almacenaje (Tpo.
0), v luego de ser almacenados durante 18 dias a 5, 10, 20 6 25°C. Las barras de error indican error
estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos.
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Fig. A. 3.16. Dias a 50% de germinacion de aquenios incubados a 15°C previo a su almacenaje (Tpo. 0),
y luego de ser almacenados durante 18 dias a 5, 10, 20 6 25°C. Las barras de error indican error estandar.
Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos.



