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Si para recobrar lo recobrado
debi perder primero lo perdido,
si para conseguir lo conseguido
tuve que soportar lo soportado,

si para estar ahora enamorado
fue menester haber estado herido,
tengo por bien sufrido lo sufrido,
tengo por bien llorado lo llorado.

Porque después de todo he comprobado
que no se goza bien de lo gozado
sino después de haberlo padecido.

Porque después de todo he comprendido

por lo que el &rbol tiene de florido
vive de lo que tiene sepultado.

Francisco Luis Bernandez (%)

! Extraido del libro Educar sin culpa de Alejandro De Barbieri. Grijalbo (2014)
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RESUMEN

La falta de informacion de los efectos de la radiacion y el fotoperiodo sobre la
dormicion limitan cualquier avance que se pretenda realizar para disminuir la fuerte
variabilidad interanual que presenta este caracter en el cultivo de girasol. En este contexto,
el objetivo general de esta tesis fue evaluar y cuantificar el efecto de la radiacion incidente
(i.e. sombreo) y del fotoperiodo durante la etapa de crecimiento y maduracion de los frutos
sobre el nivel de dormicion en una linea endocriada de girasol. Para cumplir con este
objetivo se realizaron experimentos a campo donde: i) se redujo el nivel de radiacién
incidente sobre el cultivo (i.e. sombreo) en diferentes estados de desarrollo y crecimiento
del pericarpio, ii) se sembro un cultivo en una fecha de siembra tardia para obtener una
diferencia entre el fotoperiodo natural y el extendido de dos horas durante el periodo de
Ilenado de grano v iii) se sombre6 el canopeo y todo el cultivo para identificar si el efecto
de la radiacion sobre la dormicion es ocasionado por una limitacion en la fuente y/o en la
actividad de los frutos. Una reduccion en la cantidad de radiacion incidente sobre el cultivo
en los diferentes estadios de desarrollo y crecimiento del pericarpio aumenté la velocidad
de salida de la dormicion luego de la cosecha. En contraposicion, el fotoperiodo no afecto6
la dormicion. El aumento de la tasa de salida de la dormicion debido al sombreo se asocio a
cambios en la dormicién impuesta por las cubiertas del fruto y, en mucha menor medida a
cambios en la dormicion embrionaria. Los cambios en el espesor de las cubiertas seminales
no explicaron la variacién en la salida de la dormicion. Por lo contrario, el nimero de dias
necesarios para alcanzar el 50% de germinacion, se asocio en forma significativa y negativa
con el contenido de ABA de los embriones en respuesta a los diferentes tratamientos de
sombreo. En contraposicion no se detectd una asociacién entre la sensibilidad al ABA vy el
nivel de dormicion. Los resultados presentados en esta tesis son un aporte original al
conocimiento actual del efecto de la radiacion y el fotoperiodo a la dormicion,
conocimientos que seran utiles para desarrollar nuevas estrategias de manejo que permitan

disminuir el nivel de dormicién de frutos de girasol.

Palabras clave: girasol, Helianthus annuus, dormicion, pericarpio, fotoperiodo, radiacion

incidente, espesor de las cubiertas, acido abscisico, giberelinas.
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ABSTRACT

The lack of information about the effects of radiation and photoperiod on dormancy
limits any progress in reducing the strong interannual variability of this trait in sunflower.
In this context, the general objective of this thesis was to evaluate and quantify the effect of
incident radiation (i.e. shading) and photoperiod on the level of dormancy during fruit
growth and ripening stage in an sunflower inbred line. To accomplish this objective field
experiments were made, where: i) the level of incident radiation on the crop was reduced at
different stages of development and pericarp growth, ii) a crop was sown at a late sowing
date to obtain a difference of two hours between the natural and extended photoperiod
during the grain filling period and iii) the whole crop and crop canopy were shaded to
identify if the effect of radiation on dormancy is caused by a limitation by source and/or by
fruits activity. A reduction in the amount of incident radiation on the crop at different stages
of pericarp development and growth increased the dormancy exit rate after harvest. By
contrast, photoperiod did not affect dormancy. The increase in dormancy exit rate due to
the crop shading was associated with changes in dormancy imposed by the fruit coat and, to
a much lesser extent, with changes in embryonic dormancy. Changes in seed coat thickness
did not explain the variation in dormancy exit. On the contrary, the number of days
required to reach 50% germination was significantly and negatively associated with the
embryo ABA content in response to the different shading treatments. Nevertheless, there
was no association between ABA sensitivity and dormancy level. These results represent a
novel contribution to the current knowledge of the effect of radiation and photoperiod on
dormancy. This knowledge will be useful to develop new management strategies to reduce

the dormancy level in sunflower fruits.

Key words: sunflower, Helianthus annuus, dormancy, pericarp, photoperiod, incident

radiation, seed coat thickness, abscisic acid, gibberellins.
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1.1 INTRODUCCION

La dormicion es una caracteristica interna de las semillas que impide su
germinacion pese a que las condiciones exploradas son las adecuadas para que este proceso
ocurra (Hilhorst, 1995; Bewley, 1997; Baskin y Baskin, 1998). El nivel de dormicion en el
girasol, en forma similar a lo que sucede con otras especies (Fenner, 1991), esta regulado
por el genotipo (Gandhi et al., 2005) y por las condiciones ambientales en proporciones
variables dependiendo del genotipo considerado (Lachabrouilli et al., 2021). El nivel de
dormicion a cosecha puede variar dentro de una escala continua, que va desde un valor
practicamente nulo, el cual bajo ciertas condiciones suele provocar viviparismo (i.e. la
germinacion tiene lugar antes que las semillas se desprendan de la planta madre), hasta
niveles maximos de dormicion que impiden la rapida utilizacién de las semillas como
simiente (Batlla y Benech Arnold, 2004; Benech Arnold, 2004). Este hecho causa
inconvenientes en la multiplicacion de las lineas parentales para la obtencion de hibridos de
girasol alto potencial de rendimiento. Las lineas que presentan altos niveles de dormicion
en términos generales se excluyen de los programas de mejoramiento genético debido a que
ocasionan problemas de coordinacion en la cadena de produccion y un aumento de los
costos de produccién y/o almacenamiento de la semilla. El ritmo de salida de la dormicién
durante la post-cosecha, no s6lo depende de las condiciones exploradas por las semillas
durante la etapa de desarrollo-maduracién, sino que también de las condiciones durante la

etapa de post-maduracion (Bianco et al., 1994; Bewley y Black, 1994).

La dormicidn per se es un estado transitorio en la vida de una semilla (Le Page-
Degivry et al., 1996) que en funcion del momento en el que ésta se origina se distinguen
dos tipos de dormicién, la primaria y la secundaria (Benech-Arnold et al., 2000; Finch-
Savage y Leubner-Metzger, 2006). La dormicién primaria se adquiere durante el desarrollo
y maduracion de la semilla en la planta madre. Mientras que la dormicién secundaria se
induce en semillas maduras, que han perdido o han alcanzado un nivel minimo de
dormicion primaria (i.e. de ahi el nombre “dormicion secundaria”). Asi por ejemplo, las
semillas de malezas que perduran en los bancos de semillas del suelo suelen manifestar
patrones anuales ciclicos en sus estados de dormicion como estrategia de supervivencia
(Batlla y Benech Arnold, 2004).
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Los efectos del ambiente durante el desarrollo y crecimiento de las semillas en la
planta madre afectan el nivel de dormicion primaria que presentan las mismas a cosecha
(Fenner, 1991). Asi por ejemplo, en trigo, semillas producidas en afios secos y calurosos
presentan una menor dormicién en comparacion con aquellas producidas en afios himedos
y frios (Belderok, 1961 citado por Schuurink et al., 1992). Por su parte en cebada
fotoperiodos largos, altas temperaturas y baja humedad durante el desarrollo y el
crecimiento de los granos disminuye el nivel de dormicién a cosecha (Strand, 1989; citado
por Schuurink et al., 1992). En girasol, los dos Unicos factores ambientales de los que se ha
demostrado su efecto sobre la dormicién son la temperatura durante el periodo de llenado
de grano (Fonseca y Sanchez, 2000; Rodriguez et al., 2003 y Bodrone et al., 2017) y las
precipitaciones durante el ciclo de cultivo (Lachabrouilli et al., 2021).

Las temperaturas altas durante el desarrollo y crecimiento de las cipselas aumentan
el nivel de dormicién de los frutos de girasol (Fonseca y Sanchez, 2000; Rodriguez et al.,
2003; y Bodrone et al., 2017). En este sentido, Rodriguez et al. (2003) obtuvieron mayores
niveles de dormicion a cosecha cuando expusieron plantas de girasol a altas temperaturas
durante todo el periodo de llenado del grano (35°C vs 25°C, temperatura constante en
invernaculo). Bodrone et al. (2017) por su parte, evaluaron el efecto de la temperatura
(37°C vs 32°C, temperatura media diaria) durante el periodo de llenado del grano sobre la
dormicion en cultivos de girasol. En esta situacion, el nivel de dormicion de los frutos a
cosecha fue similar en ambos tratamientos (i.e. = 95% de semillas dormidas). Sin embargo,
luego de transcurrido el primer mes después de la cosecha, los frutos provenientes de
plantas expuestas a mayor temperatura presentaron un mayor nivel de dormicion (= 80%)
que los granos provenientes de cultivos expuestos a menor temperatura (= 40%).

La temperatura y las precipitaciones no serian los Unicos factores ambientales que
regularia el nivel de dormicion durante el Ilenado del grano en girasol. Bodrone et al.
(2017) demostraron que la dormicion disminuye a medida que la fecha de siembra de los
cultivos de girasol se retrasa. Los frutos provenientes de los cultivos de siembras mas
tempranas exhibieron un 95% de dormicion a cosecha, mientras que los frutos de las fechas
de siembra maés tardias presentaron un 50% de dormicién. La cantidad de dias desde la

cosecha (ddc) que transcurrieron hasta alcanzar un nivel optimo de germinacion (i.e. *90%)
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disminuyeron a medida que se retrasé la fecha de siembra (i.e. 75, 60 y 30 ddc para la fecha
de siembra normal, media y tardia respectivamente); lo cual sugiere que existen otros
factores distintos a la temperatura, como son el fotoperiodo y la radiacion, que podrian estar
involucrados en la regulacién del nivel de dormicion de los frutos a la cosecha. En este
sentido, recientemente, Lachabrouilli et al., (2021) demostraron que la duracion del ciclo y
las precipitaciones desde siembra a cosecha regulan una parte importante de la expresion de

la dormicion en lineas e hibridos de girasol en Europa.

La mayoria de los trabajos citados en la literatura consultada sostienen que cambios
en la duracion del fotoperiodo durante el desarrollo de la semilla afectan el nivel de
dormicion. Asi, por ejemplo en Lactuca sativa (L.), Portulaca oleracea (L.) Amaranthus
retroflexus s, y Chenopodium polyspermum, los fotoperiodos cortos disminuyeron el nivel
de dormicion a cosecha (Fenner, 1991). En contraposicion, las semillas de Avena fatua y
Polygonum monspeliensis presentan un menor de nivel de dormicién cuando son cultivadas
bajo fotoperiodos largos (Gutterman, 1982 citado por Fenner 1991). Otro factor que varia
fuertemente con los cambios en la fecha de siembra y que podria afectar los niveles de
dormicion es la radiacion. A diferencia de lo que sucede con los otros factores (i.e.
temperatura, calidad de la luz y fotoperiodo), el efecto de la radiacion sobre la dormicion
depende la intensidad del sombreo y de la especie considerada. Asi, por ejemplo, Datura
ferox L (Sanchez et al., 1981) y Avena fatua L (Gallagher et al., 2013) redujeron el nivel de
dormicion de las semillas en proporciones similares a la intensidad del sombreo aplicado en
cada especie (i.e. 50 y 70%, respectivamente). Mientras que Bello et al. (1995) demostraron
gue en Abutilon theophrasti el nivel de dormicion de las semillas fue independiente a la

intensidad del sombreo aplicado sobre la planta madre.

El fruto de girasol, cipsela, es un fruto seco indehiscente constituido por un aquenio
procedente de un ovario bicarpelar infero con pericarpio duro separado de la semilla
(Marzinek et al., 2008). El pericarpio, a su vez, estd formado por una epidermis, una
hipodermis, una capa media y por una capa interna. La semilla, por su parte, esta
constituida por el embrién (i.e. eje embrionario y dos cotiledones) que esta recubierto y

protegido por la membrana seminal mas restos de endosperma. La dormicion primaria en
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los frutos de girasol puede tener su origen en el embrion (Corbineau, 1987; Corbineau et
al., 1990) y/o estar impuesta por las cubiertas (Corbineau, 1987; Corbineau y Céme, 1987;
Corbineau et al., 1990). La dormicion embrionaria se induce en una estrecha ventana de
tiempo durante el desarrollo del embrion en la planta madre (i.e. desde el décimo hasta el
vigésimo dia después de la polinizacion) (Corbineau, et al., 1990; Le Page-Degivry y
Garello, 1992). Inicialmente los embriones inmaduros poseen la capacidad de germinar,
pero a medida que avanza su desarrollo esta capacidad se pierde progresivamente hasta
bloquearse completamente la germinacién (Le Page-Degivry et al., 1990). Una vez que el
fruto llega a madurez fisioldgica, la pérdida de humedad le permite recuperar en forma
gradual su capacidad germinativa (Le Page-Degivry et al., 1996). Paralelamente a la
imposicion de la dormicion embrionaria comienza la dormicion impuesta por las cubiertas
seminales (i.e. membrana seminal y pericarpio); entre los 7 a 13 dias desde la polinizacion,
los embriones inmaduros solo germinan cuando se eliminan las cubiertas seminales
(Corbineau, et al., 1990 y Le Page-Degivry et al., 1990). Es muy probable que la dormicién
impuesta por las cubiertas se mantenga durante el desarrollo y crecimiento de la cipsela,
aunque su corroboracion se complica debido al avance de la dormicion embrionaria
(Benech-Arnold, 2004). En post-cosecha los frutos de girasol almacenados en seco pierden
rapidamente la dormicion embrionaria mientras que la dormicién impuesta por las cubiertas
puede requerir varios meses para eliminarse (Benech-Arnold, 2004). Bodrone et al. (2017)
demostraron que los frutos provenientes de diferentes fechas de siembra comentadas en el
parrafo anterior presentan ambos tipos de dormicion. En base a la evidencia citada
precedentemente es probable que el fotoperiodo y/o el nivel de radiacién explorado por los
frutos de girasol durante el periodo de crecimiento y maduracion afecten el nivel de
dormicion de los mismos a través de modificaciones en la dormicién impuesta por embridn

y/o las cubiertas del grano.

La imposicion y salida de la dormicion embrionaria son eventos fisiologicos que
pueden explicarse a través de la interaccion simultanea de diferentes hormonas vegetales
(e.g. &cido abscisico, las giberelinas, etileno, el acido jasmonico, acido indol-3-acético y
brasinoesteroides) que desempefian un papel importante en la promocién o inhibicion de

estos procesos (Rosello et al., 2016). El acido Abscisico (ABA) estd asociado con
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imposicion de la dormicién (Finkelstein et al., 2002) mientras que las giberelinas (GAS)
(Karssen et al., 1989) y el etileno (Kepczynski y Kepczynska, 1997) son las hormonas que
favorecen la germinacion. La regulacién hormonal de la dormicion esta definida por: i) los
contenidos enddgenos de estas hormonas, que se sintetizan durante el desarrollo de las
semillas, ii) la sintesis de novo o el catabolismo de estas hormonas durante la incubacién de
las semillas y iii) cambios en la sensibilidad de los tejidos seminales a estas hormonas. El
contenido enddgeno de ABA y la sensibilidad de los tejidos a esta hormona, juega un rol
importante en la induccion y en el mantenimiento de la dormicién embrionaria (Karssen y
Lacka, 1986; Bewley, 1997). El ABA enddgeno aumenta en forma pronunciada durante la
embriogénesis, aunque luego cae bruscamente cuando los frutos de girasol maduran, siendo
el balance entre sintesis y catabolismo el responsable del contenido endogeno de ABA, y
por ello, del grado de dormicion de los frutos a cosecha (Le Page-Degivry et al., 1996). Por
otra parte, la sensibilidad al ABA disminuye gradualmente, en los frutos de girasol, a
medida que transcurren los dias desde la cosecha. En los cereales (e.g. cebada, sorgo, entre
otras) esta pérdida de sensibilidad al ABA se relaciond con la salida de dormicién de las
semillas de estas especies (Hilhorst, 1995; Benech-Arnold y Sanchez, 1995; Steinbach et
al., 1995; y Benech-Arnold et al., 2000). La sensibilidad per se puede ser modificada
genéticamente o por las condiciones exploradas por la planta madre durante la fase de
maduracion de las semillas (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006). En este sentido,
Bodrone et al. (2017) mostraron que la dormicion de los frutos que provenian de plantas
cultivadas a alta temperatura se asocié principalmente por una mayor sensibilidad de los
frutos al ABA y por una mayor sintesis de novo de ABA. En contraposicion, Le Page-
Degivry et al. (1990) y Seiler (1998) demostraron que la adicidon exdgena de GAs3 al medio
de incubacion aumentd la germinacion de frutos dormidos de girasol. Sin embargo, un
aumento en la concentracion de esta hormona no es una condicion suficiente para que se
produzca la salida de la dormicién. En este sentido, Steinbach et al. (1997) y Benech-
Arnold et al. (1999) demostraron que la dormicion en semillas de sorgo es consecuencia de
un balance entre el contenido endégeno de ABA y GAs. En adicién a lo anterior Ali-
Rachedi et al, (2004) sefiala que ademas del balance entre ambas hormonas los cambios en
la sensibilidad de los tejidos al ABA y GAs juegan un rol importante en la

imposicion/ruptura de la dormicion. Recientemente, se ha demostrado que también ciertos
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reguladores del crecimiento (e.g. citocininas, acido oxo-fitodienoico, acido jasmanico,
acido jasmonico-isoleucina, 12-OH jasmonico y salicilico) pueden interactuar en forma
combinada en el sistema general de imposicion y control de la dormicion descripto
precedentemente (Andrade et al. 2015; Rosello et al., 2016 y Penfield y MacGregor, 2017).

La dormicién impuesta por las cubiertas podria estar asociada a cambios en su
estructura fisica y/o quimica (i.e. espesor de las cubiertas seminales y/o contenido de ceras
y polifenoles). Asi, por ejemplo fotoperiodos largos promueven el desarrollo de cubiertas
mas duras y/o gruesas en semillas de Chenopodium album, Trigonella arabica y Ononis
sicula (Karssen, 1970; Gutterman, 1978 y Gutterman & Heydecker 1973 citados Fenner,
1991 respectivamente) que aumentan notablemente el nivel de dormicion a cosecha.
Ceccato et al. (2011) demostraron que en semillas de Chenopodium quinoa Willd,
provenientes de cultivos sembrados en una fecha de siembra tardia (i.e. diciembre) tenian
cubiertas mas finas y menor porcentaje de dormicion que las semillas provenientes de la
fecha siembra temprana (i.e. noviembre). Lindstrém et al. (2007) demostraron en cultivos
de girasol que reducciones en el porcentaje de radiacion incidente durante el periodo de
formacion del pericarpio (i.e. 15 dias antes y 10 dias después centrados en antesis media)
modificaban la estructura fisica del mismo (i.e. nimero de capas que componen al
pericarpio). Los factores del ambiente también modifican la deposicidn de diversos tipos de
compuestos quimicos como ceras y polifenoles de diferente nivel de complejidad (por ej.
taninos; Penfield y MacGregor, 2017) en la cubiertas de los frutos que afectan el nivel de
dormicion. Asi, por ejemplo Dorne (1981) demostr6 que las semillas de Chenopodium
bonus-henricus que crecen en ambientes con alta radiacion y baja temperatura presentaron
un mayor contenido de polifenoles y un mayor nivel de dormicion que las que se cultivaron
en ambientes con baja radiacion y alta temperatura. Los cambios en la estructura fisica y/o
quimica de las semillas podrian limitar la salida o metabolizacion de inhibidores (i.e. ABA)
al medio y/o el intercambio gaseoso. Bianco et al. (1997), en Pseudotsuga menziesii, hallo
aprox. 20 veces mas de ABA en el embrion cuando la semilla estaba intacta en
comparacion con embriones aislados luego de 7 dias de incubacién a 23°C. Por su parte,
Corbineau et al. (1990) sugirieron que las cubiertas seminales podrian afectar el suministro

de oxigeno al embridn en frutos de girasol. En este sentido, Bagniol (1987) demostro que la
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germinacion de frutos maduros de girasol incubados a 25°C mejoraba cuando eran
expuestos a una mezcla de gases enriquecida con oxigeno. Por otra parte, Rolletschek et al.
(2007) demostraron que la concentracion interna de oxigeno en frutos de girasol a los 16
dias después del cuaje aumenta a medida que se eliminan las cubiertas seminales. Cuando
el pericarpio y la membrana seminal estaban intactas la concentracion interna de oxigeno
fue menor 2 uM, luego al eliminarse el pericarpio la concentracién de oxigeno tendi6 a
aumentar ligeramente. Unicamente cuando se elimin6 el pericarpio y la membrada seminal
la concentracion interna de oxigeno aumento6 significativamente (>120 uM). El ingreso de
oxigeno es crucial para la accion de la mono-oxigenasa que cataliza la oxidacion del ABA
y también son necesarias para la sintesis de GAs (Rademacher, 2000).

La dormicion de los frutos de girasol al momento de cosecha, presenta una alta
variabilidad interanual, lo que sugiere la existencia de una fuerte componente ambiental en
la imposicién del nivel de dormicién. A pesar de la importancia de este problema para la
industria productora de semillas, los efectos del ambiente sobre la dormicion han sido
escasamente explorados (i.e. altas temperaturas). La falta de informacion sobre los efectos
de los otros factores del ambiente (i.e. radiacion y fotoperiodo) limitan cualquier avance
que se pretenda realizar para adoptar medidas de manejo que permitan disminuir la
variabilidad interanual para este caracter. Debido a e ello, en esta tesis se estudio el efecto
de cada uno de estos factores, en experimentos independientes que se realizaron en

condiciones hidricas y nutricionales favorables.

1.2 OBJETIVOS

Obijetivo General

- Evaluar y cuantificar el efecto de fotoperiodo y radiacion durante la etapa de crecimiento

y maduracion de los frutos de girasol sobre el nivel de dormicion de los mismos a cosecha.

Objetivos particulares

- Objetivo 1: Estudiar el efecto de la radiacion incidente durante el periodo de crecimiento

y maduracion de los frutos de girasol sobre el nivel de dormicion a cosecha.
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- Objetivo 2: Estudiar el efecto del fotoperiodo durante el periodo de crecimiento y
maduracion de los frutos de girasol sobre el nivel de dormicion a cosecha.

- Objetivo 3: Evaluar en qué medida los efectos sobre el nivel de dormicién observados en
1 y 2 se encuentran determinados por (a) cambios en la dormicién impuesta por las
cubiertas y/o por cambios en la dormicion embrionaria, (b) cambios en la estructura fisica
de las cubiertas del fruto (c) cambios en la sensibilidad de los frutos al ABA y/o en el

contenido enddgeno de ABA de los embriones.

1.3 HIPOTESIS

- Hipdtesis asociada al objetivo 1: Una menor cantidad de radiacion incidente durante el
periodo de desarrollo y crecimiento de los frutos disminuye el nivel de dormicién de los
frutos de girasol.

- Hipotesis asociada al objetivo 2: Fotoperiodos cortos durante el periodo de crecimiento y
maduracion de los frutos disminuyen el nivel de dormicion de los frutos de girasol.

- Hipétesis asociada al objetivo 3: Los efectos sobre el nivel de dormicién observados en 1
y 2 se asocian a: (a) cambios en la dormicién impuesta por las cubiertas, (b) cambios en la
estructura fisica de las cubiertas del fruto y (c) cambios en el contenido endégeno de ABA

y/o en la sensibilidad de los frutos al ABA.

1.4 ESTRUCTURA DE TESIS

Esta tesis consta de cuatro capitulos de los cudles el Capitulo 1 y 4 corresponden a
la Introduccion y a las Conclusiones respectivamente, los resultados de los experimentos
realizados se presentan en los dos capitulos restantes. A continuacion, se realiza una breve
sintesis de los temas abordados en los capitulos de resultados (Capitulos 2 y 3) y en el
capitulo final (Capitulo 4).

En el Capitulo 2 se estudié el efecto del sombreo en diferentes estados de desarrollo
y crecimiento del fruto (i.e. desde la etapa final de division celular de las paredes del ovario

y hasta que el pericarpio alcanza su maximo peso seco) sobre la dinamica de la salida de la
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dormicion de los frutos de girasol, en cultivos que crecieron en ausencia de restricciones
abioticas (i.e. agua y nutrientes) y bidticas. Se realizd una descripcion detallada de la
evolucion de la germinacion en funcién de los dias después de la cosecha y su relacion con
los cambios en la estructura fisica de las cubiertas del fruto (i.e. espesor del pericarpio y de
la membrana seminal) y en la regulacion hormonal (i.e. contenido endégeno de ABA,
sensibilidad al ABA, etc.). En este capitulo se da cuenta de un tercer experimento que
permitio establecer si el efecto del sombreo sobre el nivel de dormicidn esta ocasionado por

una limitacién en la fuente y/o en la actividad de los frutos.

En el Capitulo 3 se describe el efecto de la duracion del dia durante el periodo de
Ilenado de los frutos de girasol sobre su patron de salida de la dormicién, en cultivos que
crecieron en ausencia de restricciones abioticas (i.e. agua, radiacion y nutrientes) y bidticas,
y su relacion con las estructuras del fruto (i.e., pericarpio, y membrana seminal) y con el

contenido y sensibilidad de los frutos al ABA.

En el Capitulo 4 se integraron los conocimientos generados a partir de los resultados
presentados en los capitulos anteriores y se discuten cudles serian las investigaciones que se
deberian realizar en el futuro para resolver las nuevas preguntas que surgieron a partir de

esta investigacion.
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2.1 INTRODUCCION

La informacion disponible en la bibliografia ha demostrado que el sombreo puede
disminuir (Sanchez et al., 1981; Gallagher et al., 2013) o aumentar (Steckel et al., 2003 y
Stoller y Myers, 1989) el nivel de dormicion de los frutos a cosecha. El efecto de este factor
sobre el nivel de dormicion depende de la intensidad del sombreo y de la especie
considerada. Asi, por ejemplo, un sombreo del 50% en Datura ferox L (Sanchez et al.,
1981) y del 70% en Avena fatua L (Gallagher et al., 2013) redujeron el nivel de dormicion
de las semillas en proporciones similares a la intensidad del sombreo aplicado en cada
especie. Mientras que en Abutilon theophrasti, un sombreo del 30 y del 76%, tuvieron un
bajo impacto (aprox. un 20%) sobre el nivel de dormicién (Bello et al., 1995). En el girasol,
no hay informacion bibliografica acerca de los efectos del sombreo sobre el nivel de
dormicion de los frutos. Sin embargo, el hecho de que la temperatura explicd sélo el 10%
de la variacién del nivel de dormicién de los frutos de girasol provenientes de diferentes
fechas de siembra (Brodone et al., 2017) sugiere que la radiacion incidente también podria

afectar el nivel de dormicién de los frutos de girasol.

El sombreo puede afectar el nivel de dormicion debido a una limitacion de la fuente
y/o de la actividad de los frutos. Oreja (2014) demostraron que un sombreo del 80% sobre
las hojas de plantas de Digitaria sanguinalis aumentd s6lo un 50% el porcentaje de
germinacién de sus semillas, en comparacion con las semillas provenientes de cultivos en
los que se sombre6 a toda la planta (i.e. canopeo + panoja). En contraposicién, en Datura
ferox el sombreo de los frutos no afecto el porcentaje de germinacién. Mientras que, cuando
se sombreo el canopeo el porcentaje de germinacion de las semillas aumentd (de Miguel
citado en Sanchez et al., 1981). En el girasol, existe evidencia que apoya la nocion de que
el efecto del sombreo sobre el nivel de dormicion de los frutos podria estar asociado a una
limitacion de la fuente y no a la actividad de los destinos. En este sentido, Saranga et al.
(1998) demostraron que los frutos de girasol provenientes de plantas con una alta relacion
fuente/destino (i.e. area foliar/nimero de estructuras reproductivas) eran mas pesados, pero
con un menor porcentaje de germinacion que los frutos provenientes de plantas con una

baja relacion fuente/destino. Evaluar y comprender las bases fisiologicas de los efectos de
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la radiacion sobre el nivel de dormicién podria generar informacién atil para implementar
medidas de manejo (i.e. fechas de siembra, control de plagas y enfermedades, aplicacion de
desecantes etc.) que podrian disminuir el nivel de dormicion de los frutos de girasol a la

cosecha.

La dormicion primaria en los frutos de girasol puede tener su origen en el embrion
y/o estar impuesta por las cubiertas seminales del fruto (Corbineau et al., 1990; Le Page-
Degivry y Garello, 1992). La informacion disponible en la bibliografia sobre el efecto de
las estructuras del fruto (i.e. dormicion embrionaria y dormicidn impuesta por las cubiertas)
de girasol en la determinacion del nivel de dormicion sugiere que ésta podria estar impuesta
por las cubiertas cuando la dormicion es persistente (Bodrone et al., 2017).
Coincidentemente, el menor nivel de dormicién de los frutos de girasol a cosecha
provenientes de la fecha de siembra tardia del experimento realizado por Bodrone et al.
(2017) se explicaron también, por una disminucion de la dormicién impuesta por las

cubiertas del fruto.

La dormicién impuesta por las cubiertas del fruto puede estar asociada con cambios
en la estructura fisica (i.e. espesor del pericarpio y de la membrana seminal) y/o quimica
(i.e. contenido de compuestos fendlicos) de las cubiertas del fruto que podrian limitar la
salida de inhibidores (Bianco et al., 1997) al medio y/o el intercambio gaseoso (Bagniol,
1987 y Saranga et al., 1998). Lindstrom et al. (2007) demostraron que un sombreo del 80%
en los diferentes estadios de desarrollo y crecimiento del pericarpio (i.e. desde 15 dias
previos a antesis hasta 12 dias después de fin de antesis) en semillas de girasol reduce el
grosor de la pared celular y el numero de estratos de la capa media del pericarpio.
Adicionalmente, Dorne (1981) demostr6 que el mayor nivel de dormicidn de las semillas de
Chenopodium bonus-henricus que se desarrollaron en ambientes con altos niveles de
radiacion se explicaron por un mayor grosor de las cubiertas seminales. A diferencia de lo
que sucede con el pericarpio, los posibles efectos de un sombreo sobre la morfologia de la
membrana seminal no estan documentados. Sin embargo, existen evidencias de que esta
membrana podria tener un efecto “per se” en la regulacion de la dormicién impuesta por las

cubiertas en el girasol (Bodrone et al., 2017). La evidencia citada precedentemente sugiere
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que los cambios en la anatomia de las cubiertas seminales, ocasionados por una caida en la
cantidad de radiacion incidente durante el desarrollo y crecimiento del pericarpio, podrian
explicar al menos en parte la reduccion en el nivel de dormicion impuesto por las cubiertas

del fruto entre fechas de siembra reportado por Bodrone et al. (2017).

El ABA juega un rol clave en la imposicion del nivel de dormicion (He et al., 2014
y Rosello et al., 2016). Existen numerosos ejemplos en la bibliografia que muestran la
asociacion entre las condiciones del ambiente (i.e. disponibilidad hidrica, temperatura,
salinidad, nutrientes) y la variacion en el contenido de ABA (Roach y Wulf, 1987; Gul y
Weber, 1998; luchi et al., 2001; Khan et al., 2020a y Kendall et al., 2011) o la sensibilidad
de los tejidos de las semillas a esta hormona (Benech Arnold et al., 1991 y 1995).
Coincidentemente, Bodrone et al. (2017) surgirieron que la dormicion de los frutos de
girasol a cosecha, que provenian de plantas cultivadas a alta temperatura durante el periodo
de llenado de grano, estarian asociadas a un aumento de la sensibilidad al ABA. La
evidencia citada precedentemente sugiere que el efecto del ambiente materno sobre el nivel
de dormicion en frutos de girasol podria estar mediado por el contenido de ABA y/o la
sensibilidad a esta hormona. Es importante resaltar que las condiciones del ambiente
durante el periodo de crecimiento de las semillas también pueden afectar el contenido de
otras hormonas (i.e. GAs/ etileno) que promueven la germinacion. En este sentido, las
semillas provenientes de plantas de Arabidopsis cultivadas a 15°C duplicaron el contenido
de ABA comparado con semillas cultivadas a 22°C, mientras que el contenido de GAs se
triplicé (Kendall et al., 2011).

Los objetivos planteados en este capitulo fueron: i) estudiar el efecto del sombreo
durante diferentes estados de desarrollo y crecimiento del pericarpio [i.e. desde la Gltima
etapa de division celular de las paredes del ovario (i.e. R3, el entrenudo por debajo del
botdn reproductivo continda alongandose llevando la inflorescencia a mas de 2 cm por
encima de las hojas; Schneiter y Miller, 1981), hasta que el pericarpio alcanza su maximo
peso seco Y finaliza la deposicidn de la pared secundaria (i.e. R6, aprox. 15 dias después de
fin de antesis)] sobre la dormicion; ii) evaluar en qué medida los efectos sobre el nivel de

dormicion observados en i) se explican por cambios en la dormicién impuesta por las
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cubiertas y/o por cambios en la dormicién embrionaria; iii) estudiar la posible asociacion
entre los cambios en la morfologia de las cubiertas del fruto (pericarpio y membrana
seminal + restos de endosperma) y el nivel de dormicion observado en i); iv) determinar en
medida los efectos del sombreo observados en i) estan asociados al contenido de ABA
enddgeno y/o a la sensibilidad de las cipselas a las hormonas (i.e. ABA, GAs y Etileno) y
V) establecer si los cambios en el nivel de dormicién observados en i) son producidos por

una limitacién en la fuente y/o en la actividad de los frutos.

2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 Sitio y condiciones de crecimiento

En la Facultad de Agronomia Universidad de Buenos Aires (34° 35S 58° 29°0) se
realizaron tres experimentos durante las campafias 2010-11, 2011-12 y 2012-13 para
determinar el efecto del sombreo durante el desarrollo y crecimiento del pericarpio (Exp1y
Exp,, campafas 2010-11 y 2011-12 respectivamente) y sobre diferentes estructuras del
cultivo (i.e. canopeo y/o fruto; Exps,, camparia 2012-13) sobre la salida de la dormicion de
los frutos de girasol luego de la cosecha. En ambos experimentos se utilizé una linea
parental endocriada de girasol (Helianthus annuus L.) que presenta altos niveles de
dormicion a cosecha, pero con una fuerte variacion interanual (Fernando Neri,
comunicacion personal, 5 de junio de 2010). El suelo fue franco arcillo limoso (Argiudol
vértico, Taxonomia de suelos USA). Los experimentos se condujeron sin limitaciones
hidricas y nutricionales. El contenido de agua en el suelo se mantuvo cerca de capacidad de
campo mediante el uso de riego por goteo. Las parcelas recibieron 60 Kg N ha™ de
Ca(NOg3), en dos dosis, la primera a la siembra y la otra a los 20 dias posteriores a la
emergencia. Se controlaron las malezas en forma manual y se realizaron aplicaciones
periddicas de insecticidas y fungicidas para mantener las plantas libres de adversidades
bioticas. En boton floral (R3, el entrenudo por debajo del boton reproductivo continla
alongandose llevando la inflorescencia a mas de 2 cm por encima de las hojas, segun la
escala de Schneiter y Miller, 1981) se cubrieron los capitulos con bolsas de poliamida
blancas para facilitar la autopolinizacion y evitar los dafios ocasionados por pajaros y/o

cotorras durante el desarrollo y crecimiento de los frutos. Los Exp;-, y Exps se sembraron
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en el mes de noviembre (fecha de siembra Optima para esta latitud, Cantagallo et al., 1997)
para lograr una alta variacion en la cantidad de radiacion incidente durante el periodo de
floracion y llenado de los frutos entre los controles y los tratamientos de sombreo. La
siembra de los experimentos se realizd en forma manual y a chorrillo. La densidad final
(5.1 pl.m™ en todos los experimentos) se obtuvo mediante la realizacién de dos raleos. El
primero se realizd inmediatamente después de la emergencia del cultivo y el segundo

cuando las plantas presentaban su primer par de hojas expandidas.

2.2.2 Disefio experimental y tratamientos

En los Exp;-; se utilizo un disefio completamente aleatorizado con 3 (2010-11) y 4
(2011-12) repeticiones por tratamiento respectivamente. En el Exps (campafia 2012-13) se
utilizé el mismo disefio experimental, pero con 3 repeticiones por tratamiento. Las
dimensiones de cada parcela en todos los experimentos fueron de 4 m? (3 surcos de 2 m de
longitud distanciados a 0.70 m entre surcos). Entre las parcelas se dejaron 3 surcos (aprox.
2 m de distancia) de bordura, de forma tal de evitar interferencias entre los tratamientos
impuestos en parcelas linderas. En los Exp;., (Figura 2.1 a) los tratamientos de sombreo
consistieron en un nivel normal (100%, control; Figura 2.2 a) o bajo (20%) de radiacion
incidente aplicado a todo el cultivo (Figura 2.2 b): i) durante 12 dias a partir de R3 (i.e. el
entrenudo ubicado por debajo de la inflorescencia tiene méas de dos centimetros, R312q), ii)
desde primera antesis a fin de antesis (A) y iii) durante 12 dias a partir de fin de antesis
(FA124) en el Exp;. Mientras que en el Exp, los tratamientos de sombreo se aplicaron: i)
desde primera antesis a fin de antesis (A), ii) durante 12 dias a partir de fin de antesis
(FA1q) V iii) durante 23 dias a partir de primera antesis (PAzz4). En el Exps (Figura 2.1 b)
los tratamientos consistieron en un nivel normal (100%, control; Figura 2.2 a) o bajo (20%)
de radiacion incidente en: i) todo el cultivo (SOMBcy,, Figura 2.2 b) y ii) el canopeo (los
capitulos quedaron expuestos al sol; SOMBcan, Figura 2.2 c) durante 12 dias desde fin de
antesis. Para reducir la radiacion incidente en los Exp;-, y en el tratamiento SOMBcy, del
Exps se utilizaron telas de media-sombra negra 80% montadas sobre estructuras de metal
rectangulares de 2 metros de alto, ancho y largo y hasta 0.40 metros de distancia del suelo,

para mejorar la circulacion de aire dentro de la carpa. En el tratamiento SOMBcan del
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Exps, la media-sombra cubrié solamente el canopeo hasta 0.40 metros de distancia del
suelo dejando los capitulos expuestos a pleno sol (Figuras 2.1 by 2.2 b).

Figura 2.1: Vista aérea de los experimentos de sombreo realizados en diferentes estados de desarrollo y
crecimiento del pericarpio (Exp;,, Foto a) y en diferentes estructuras del cultivo (i.e., cultivo y canopeo)
durante 12 dias desde fin de antesis (Exps. Foto b).

a b c

Figura 2.2: Representacion esquematica de los tratamientos realizados en los experimentos de sombreo
realizados en diferentes estados de desarrollo y crecimiento del pericarpio (Exp;.) y en diferentes estructuras
de cultivo (i.e. cultivo y canopeo) durante 12 dias desde fin de antesis (Exps). Nivel normal (100%) de
radiacion incidente (controles de los Exp;, Y Exps, Figura a) y nivel bajo de radiacion incidente (20%) en
todo el cultivo (Exp;., y tratamiento SOMB¢y, del Exps, Figura b) y nivel bajo de radiacién incidente (20%)
en el canopeo (tratamiento SOMBcay del Exps, Figura c).
2.2.3 Mediciones, observaciones y célculos
2.2.3.1 Condiciones ambientales

Previo a la instalacion de las carpas en los experimentos detallados en este capitulo
se midio la cantidad de radiacion incidente fuera y dentro de las carpas con un sensor lineal
BarRad 100, Cavadevices, Buenos Aires, Argentina) para confirmar que las telas de media-
sombra 80% utilizadas en su construccion, dejaban pasar solo el 20% de la radiacion

incidente. Luego durante el desarrollo de los cultivos de todos los experimentos
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presentados en este capitulo se registraron los valores de temperatura maxima y minima
diaria y de la radiacion incidente durante el ciclo del cultivo mediante una estacion
meteoroldgica situada a 600 m del campo experimental (SMN, Estacion Meteoroldgica
EMA Ortuzar). La temperatura del canopeo se registré cada 30 minutos durante el periodo
de imposicion de los tratamientos de sombreo en los Exp;» y Exps, mediante el uso de
sensores portatiles (Schwyz DAT-10, Schwyz, Suiza). Los sensores se ubicaron en la parte
media del canopeo (i.e. aprox. a un metro de altura de la superficie del suelo) en el surco
central de cada parcela y repeticion. En el Expsz, ademas se registro la temperatura de los
frutos de cuatro capitulos de plantas del control y del tratamiento SOMBcy, durante 4 dias
(cada 30 minutos) durante todo el tratamiento de sombreo mediante el uso de termocuplas

(Schwyz, modelo SC138, Schwyz, Suiza).

2.2.3.2 Fenologia

Se registro la fecha de ocurrencia de los siguientes estados fenoldgicos: emergencia
(E), R3 [el entrenudo por debajo del botdn reproductivo continda alongandose llevando la
inflorescencia a mas de 2 cm por encima de las hojas, segun la escala de Schneiter y Miller
(1981)], primera antesis [PA, estadio R5.1 segun la escala de Schneiter y Miller (1981)],
antesis media [AM, inicio de antesis, estadio R5.5 segun la escala de Schneiter y Miller
(1981)] y fin de antesis [FA, la antesis esta completa y las flores liguladas pierden
turgencia, R6 segun la escala de Schneiter y Miller (1981)], madurez fisioldgica (MF,
estimada como el momento en que los frutos alcanzan un peso estable) y madurez de
cosecha (MC, cuando la humedad de los frutos fue cercana al 12%). Para establecer el
momento en el que se produce la MF, a partir de FA se cosecharon cada 3-4 dias seis frutos
de la posicion media del capitulo de cuatro plantas en competencia perfecta elegidas al azar
de cada tratamiento y repeticion. Los frutos se colocaron en estufa a 70°C durante 48 horas
y luego se pesaron. Para estimar la MF y la tasa de llenado del grano se utiliz6 una rutina
del TBL curve (Jandel Scientific, 1992) para ajustar una regresion bilineal con un punto de
corte desconocido para la relacion entre el peso seco del fruto/dias a partir de FA seguln la

metodologia propuesta por Ploschuk y Hall (1995).

2.2.3.3 Cosecha, acondicionamiento y almacenamiento de los frutos
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El momento de cosecha se determind de manera similar al utilizado en lotes de
produccion comercial (i.e. 12% de humedad en el grano). Para disminuir la heterogeneidad
en el tamafio de los frutos se cosecharon solamente los frutos provenientes del tercio
externo y medio de los capitulos. Luego, mediante el uso de un tamiz de tajo se eliminaron
los frutos que tenian un tamafio menor a 2.75 mm. Los frutos de cada tratamiento y
repeticion se almacenaron en una bolsa de red y se secaron mediante el uso de una secadora
experimental de aire forzado con control de temperatura a 36°C, hasta que el porcentaje de
humedad de los frutos fue cercano al 6%; segun el protocolo de manejo de post-cosecha
utilizado en la produccion de semilla comercial. Finalmente, los frutos se almacenaron en

camara a 12°C en bolsas de papel.

2.2.3.4 Cubiertas seminales: Breve descripcion histoldgica

El fruto de girasol esta constituido por el pericarpio y la semilla (Figura 2.3 a). Estos
componentes tienen origenes histoldgicos y dinamicas de crecimiento diferentes (Mantese
et al., 2006). El pericarpio de un fruto maduro de girasol esta formado por tres capas. La
capa mas externa, denominada capa oscura (CO, Figura 2.3 b), esta constituida por una
capa fina de fitomelanina, una epidermis y una hipodermis. La segunda capa, denominada
capa media (CM, Figura 2.3 b) esta formada por 6-8 estratos de células esclerificadas y esta
interrumpida a intervalos regulares por radios de naturaleza parenquimatica. Los cambios
en el espesor del pericarpio tienen su origen en el nimero de estratos y en el tamafio de la
pared celular de las células que componen esta capa (Rondanini et al., 2006; Lindstrom et
al., 2007). La ultima capa del pericarpio se denomina capa interna comprimida (CIC,
Figura 2.3 b) y esta constituida por una o dos capas de células con sus haces vasculares
fuertemente comprimidos a la madurez de la semilla. La semilla esta formada por el
embrion, los cotiledones y una membrana seminal (ms, Figura 2.3 b) mas restos de
endosperma. Esta membrana, que estd en contacto con el estrato méas interno del pericarpio
(i.e. CIC), esta formada por una lamina de celulas delgadas que se caracterizan por poseer
un citoplasma rodeado por una pared celular primaria (Anita lda Mantese, comunicacion
personal, 15 de diciembre de 2011).
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Figura 2.3: Seccién longitudinal (Esquema a) y transversal (Esquema b) de fruto de girasol a madurez
fisioldgica. Referencias: capa negra, CN (integrada por la epidermis, ep, la hipodermis y una capa de
fitomelanina, h+f); capa media, CM (incluye radios, r y haces vasculares, hv) y capa interna comprimida,
CIC; membrana seminal, ms; endorperma, end y embrion, emb. Adaptado de Lindstrom et al. (2000).
2.2.3.5 Andlisis Histologico de las cubiertas seminales

El espesor del pericarpio se midi6 en frutos cosechados a MF en los experimentos
de sombreo (en todos los tratamientos del Exp; y, en el control y FA1zq del Expy) y
estructuras del cultivo (en todos los tratamientos del Exps) mediante la metodologia de
inclusion en parafina de Johasen (1940). Los frutos se colocaron en tubos Eppendorf de 1,5
ml conteniendo solucion FAA (i.e. formaldehido-alcohol etilico, acido acético glacial y
agua en 2:10:1:7 v/v). Luego, se deshidrataron en una serie ascendente de alcoholes-xilol.
Posteriormente, las muestras fueron incluidas en parafina pura. Una vez lograda la
solidificacion de la parafina se procedié al tallado del bloque. Los bloques de parafina
fueron cortados en secciones transversales de 10-15 um de espesor por medio de un
microtomo rotativo tipo Minot. Las secciones se tifieron con safranina-fast-green y se
montaron con Balsamo de Canada sobre portaobjetos. Luego, se tomd una fotografia
representativa con una escala de 10X para medir el espesor del pericarpio con una camara
AxioCam HRc anexada a un microscopio éptico marca Zeiss Axioplan (Alemania). Para
evaluar los efectos de la radiacion sobre la membrana seminal se tomaron fotografias con
una escala mayor a la anterior (100X) en los tratamientos control y FA;oq del Exp;. Las
fotografias se analizaron mediante el uso del software Zeiss AxioCam ERc 5s (Jena,
Alemania). En cada fotografia se realizaron cuatro mediciones del espesor de pericarpio
(capa oscura + capa media) y el numero de estratos de la capa media. Mientras que, en el

caso de la membrana seminal se midio el tamafio (i.e. alto y ancho) de 10 células.
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2.2.3.6 Control hormonal de la dormicion: Contenido de ABA enddgeno a cosecha

El contenido de ABA enddgeno se evaludé mediante radioinmunoensayo (Steinbach
et al., 1995) en todos los tratamientos de los dos experimentos de sombreo realizados en
diferentes estados [R3124 (durante 12 dias a partir de R3 del Exp;), A (desde primera antesis
a fin de antesis, del Expi1) y FA12q (durante 12 dias a partir fin de antesis, del Expi2) y
PA34 (durante 23 dias a partir de primera antesis) en el Exp,] de desarrollo y crecimiento
del pericarpio. Un grupo de los frutos acondicionados a cosecha de cada tratamiento y
repeticion (ver apartado 2.2.3.3) fueron congelados en nitrégeno liquido durante 30
segundos y almacenados en un freezer a -80°C hasta su medicién. Para ello, se extrajeron
25 semillas de cada tratamiento y repeticion se liofilizaron, molieron, pesaron y luego se les
agrego agua (24 ul por mg de peso seco) para extraer el ABA. Los valores se expresaron en

picogramos de ABA por miligramo de peso seco (pg ABA/ mg peso seco).

2.2.3.7 Control hormonal de la dormicidon: Sensibilidad al ABA, GAs y Etileno

La sensibilidad al ABA, a las GAs, y al Etileno se evalué a los 96 dias después de la
cosecha en todos los tratamientos [A (desde primera antesis a fin de antesis), FA124 (12 dias
a partir fin de antesis), PA23q (23 dias a partir de primera antesis)] de sombreo del Exp,. El
Fluridone, Paclobutrazol y NBD son inhibidores de la sintesis de ABA, GAs y Etileno
respectivamente. La inclusién de estos inhibidores en el medio de incubacion tuvo como
objetivo evitar la sintesis de novo de sus respectivas hormonas durante la incubacion, de
manera de evaluar Unicamente la concentracion agregada en forma exdgena. Debido a que
el Fluridone no elimind las diferencias en el PG en agua entre los diferentes tratamientos de

sombreo la sensibilidad al ABA se evalué nuevamente a 141 dias después de la cosecha.

Los medios de incubacion utilizados fueron:

- Sensibilidad al ABA: i) Agua destilada; ii) Agua destilada + Fluridone 100 uM; iii) Agua
destilada + Fluridone 100 uM + ABA 10 uM; y iv) Agua destilada + Fluridone 100 pM +
ABA 100 uM.
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- Sensibilidad a las GAs: i) Agua destilada; ii) Agua destilada + Paclobutrazol 100 uM; iii)
Agua destilada + Paclobutrazol 100 uM + GAs 10 uM; iv) Agua destilada + Paclobutrazol
100 uM + GAs 100 uM;

- Sensibilidad al Etileno: i) Agua destilada; ii) Agua + NBD 100 puM; iii) Agua + NBD 100
uM + Ethephon 10 uM; iv) Agua + NBD 100 uM + Ethephon 100 uM.

2.2.4 Experimentos de germinacion

Para evaluar la evolucion del porcentaje de germinacion se realizaron test de
germinacion de las cipselas cada 20-30 dias a partir del momento de cosecha y hasta que la
proporcion de frutos que germinaban era igual o superior al 85% (segun las reglas de
ensayos de semillas de ISTA, Resolucion 2270/93 del INASE - SAGPyA). Para evaluar el
efecto de las cubiertas seminales sobre la imposicion de la dormicion se realizaron test de
germinacién con el fruto completo (i.e. cipsela; Figura 2.4 a) y con la semilla (i.e. cipsela
sin pericarpio; Figura 2.4 b). El pericarpio se removi6 mediante un corte en la region

micropilar con un bisturi.

{ | Cipsela / 2 f, (. Semilla /

\
Figura 2.4: Foto y esquema del fruto (cipsela, esquema a) y la semilla (cipsela sin pericarpio, esquema b) de
girasol a cosecha.

Los test de germinacion se realizaron sobre cajas de Petri plasticas de 90 mm de
diametro. En cada caja, sobre dos capas de papel de filtro a las cuéles se les agreg6 4 ml
agua destilada o soluciones de hormonas puras y/o combinadas, se dispusieron 25 cipselas
o semillas elegidas al azar del grupo de frutos de cada tratamiento y repeticion.
Posteriormente, se sellaron con film adherente para evitar pérdidas de agua por
evaporacion. Por ultimo, las cajas se colocaron en camaras de germinacion (con una
variacion de temperatura de £+ 1°C) en oscuridad. En el Exp; se utilizaron dos temperaturas

de incubacion (i.e. 12 y 25°C), debido a que la dormicion embrionaria y la impuesta por las
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cubiertas se expresa en diferentes rangos de temperatura (Corbineau et al., 1988 y 1990;
Benech-Arnold, 2004 y Ceccato et al., 2011). Dado que en el Exp; las diferencias en PG se
expresaron a 25°C, en el Exp, y en el Exps las cipselas y semillas se incubaron solo a 25°C.
Dia por medio, por un lapso de 15 dias se realizaron recuentos de germinacion, se retiraron
las cipselas y/o semillas que germinaron y se registro el porcentaje de germinacion (PG)
final. Se consider6 que una cipsela habia germinado cuando se observo la protrusion de la
radicula, mientras que en el caso de las semillas se considero que habian germinado cuando

la radicula se hizo visible (i.e. =3 mm).

2.2.5 Anélisis estadistico

Se realizaron analisis de variancia para todos los atributos medidos y estimados en
este capitulo mediante el uso del paquete estadistico Infostat (InfoStat version libre 2009,
Di Rienzo et al., 2012). La significancia entre las medias se evalu6 mediante los test de
Tukey y DGC (Prueba de Di Rienzo, Guzmén y Casanoves). Antes de realizar los analisis
de variancia se chequed que los datos cumplieran con los supuestos (homogeneidad de la
varianza, observaciones independientes, distribucion normal) de este andlisis estadistico. En
los casos en que los datos no los cumplieron se utilizo la transformacion arcoseno (Little y
Hills, 1975). Una vez realizada la transformacion de los datos se hicieron nuevamente los
test para determinar si los datos transformados cumplian con estos supuestos. Los valores
de las variables en las figuras y tablas corresponden a los porcentajes previos a la
transformacion. Para evaluar el efecto de la radiacion incidente sobre la salida de la
dormicion de las cipselas de girasol se estimé el nimero de dias necesarios para alcanzar el
50% de germinacion (PGsg). Para ello se utilizaron funciones lineales, bilineales,
cuadraticas, exponenciales o sigmoideas ajustadas de acuerdo con la naturaleza de los datos

entre el PG y los dias después de la cosecha.
2.3 RESULTADOS
2.3.1 Efecto del sombreo durante diferentes estados de desarrollo y crecimiento del

pericarpio sobre la dormicion de los frutos.

2.3.1.1 Condiciones de crecimiento
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La duracion de las fases de siembra-antesis (S-An) y de antesis-madurez fisioldgica
(An-MF) fue similar en ambos experimentos debido a que los cultivos estuvieron expuestos
en ambas fases de desarrollo a un régimen térmico (temperaturas minimas y maximas)
similar (Tabla 2.1). En contraposicion, la radiacion incidente fue mayor (=20%) durante la

etapa An-MF en el Exp; comparado con el Exp, (Tabla 2.1).

Tabla 2.1: Datos meteoroldgicos promedio y duracion de las fases de Siembra-Antesis (S-An) y Antesis-
Madurez Fisioldgica (An-MF) de los experimentos de sombreo (Exp,.,). Fotoperiodo (Fotop, hs), temperatura
méaxima media (Tmax., °C), temperatura minima media (Tmin., °C) y radiacién incidente diaria (RI, MJ m?d"
1), Datos de la Estacién Meteorolégica EMA Ortzar, ubicada a 600 metros de los experimentos.

Experimento Fases de desarrollo Fotop. Tmax Tmin RI
be del cultivo (hs) (°C) (°C) (MJ m%d?)
Exp,;
Fecha de siembra S-An
+ + + +
(10 de noviembre) (73 dias) 153+02 29.1+38 18.6+35 24055
An ',MF 146+03 30.1+32 203+26 228+4.9
(29 dias)
Exp,
Fecha de siembra S-An
+ + + +
(2 de diciembre) (70 dias) 152+03 302+35 19.6+3.1 240+5.6
An- ,MF 139+03 292+29 195+27 18.5+5.3
(32 dias)

2.3.1.2 Caracterizacion del ambiente durante la imposicién de los tratamientos de sombreo

La medicion de la cantidad de radiacion incidente fuera y dentro de las carpas
confirmo que la cantidad de radiacion incidente en los tratamientos de sombreo (i.e. en las
carpas) fue un 20% de la radiacién incidente correspondiente a los controles. La
temperatura media de los controles durante la imposicion de los tratamientos de sombreo
realizados en R3129 Y A en el Exp; y Exp, respectivamente, fue ligeramente superior a la
registrada en los restantes tratamientos de sombreo (Figura 2.5 a). Mientras que, la
radiacion incidente diaria fue similar entre los distintos tratamientos de sombreo en ambos

experimentos (Figura 2.5 b).
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Figura 2.5: Temperatura media (°C, Figura a) y radiacién incidente diaria (MJ m? dia™, Figura b) de los
controles durante el periodo de aplicacién de los tratamientos de sombreo realizados en diferentes estados
[R3124 (durante 12 dias a partir de R3) en el Exp;, A (desde primera antesis a fin de antesis) y FA,4 (durante
12 dias a partir fin de antesis) en los Exp1., Y PAy3q (durante 23 dias a partir de primera antesis) en el Exp,]
de desarrollo y crecimiento del pericarpio en el Exp; (cuadrados vacios) y en el Exp, (cuadrados llenos). Las
lineas verticales sobre los simbolos indican + un error estandar de la media. Las cajas y las lineas horizontales
en la Figura b indican el tratamiento y la duracion de cada tratamiento de sombreo respectivamente en el Exp;
(cajas vacias) y en el Exp, (cajas grises). Las flechas verticales sobre el eje x indican el momento en el que se
produjo la madurez fisiolégica (MF;y MF, en el Exp; y en el Exp, respectivamente). Datos de la Estacion
Meteorolégica EMA Ortuzar ubicada a 600 metros de los experimentos.

La dindmica de la temperatura media horaria del canopeo durante la imposicion de
los tratamientos de sombreo siguié un patrén similar al registrado en los controles de
ambos experimentos (Figura 2.6). Ambas dindmicas se separaron durante las horas del
mediodia, la temperatura media de 10 a 14 horas fue en promedio de 1 a 3°C inferior en los
tratamientos de sombreo comparado con los controles (Figura 2.6). Sin embargo, estas
diferencias no fueron consistentes durante todo el periodo de aplicacion de los tratamientos
(Figura 2.6). Es probable que, por este motivo no se hayan detectado diferencias
significativas entre la temperatura media, maxima y minima diaria durante la imposicién de

los tratamientos de sombreo y los controles en ambos experimentos (Tabla 2.2).
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Figura 2.6: Temperatura media horaria del aire medida en el canopeo del control (linea continua) y de los tratamientos de sombreo realizados en
diferentes estados [R3,4 (durante 12 dias a partir de R3) en el Exp;, A (desde primera antesis a fin de antesis) y FA1,q (durante 12 dias a partir fin de
antesis) en los Expi.,, Y PAssq (durante 23 dias a partir de primera antesis) en el Exp,] durante el desarrollo y crecimiento del pericarpio del Exp, (Figura a)
y Exp, (Figura b).
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Tabla 2.2: Temperatura media, maxima media, minima media y media de 10-14 hs (°C) del control y de
los tratamientos de sombreo realizados en diferentes estados [R3;,4 (durante 12 dias a partir de R3) en el
Expi1, A (desde primera antesis a fin de antesis) y FA,4 (durante 12 dias a partir fin de antesis) en los
Expi.o, Y PAssq (durante 23 dias a partir de primera antesis) en el Exp,] durante el desarrollo y crecimiento
del pericarpio en los Expi.,. Las medias * un error estandar seguidas letras similares indican que no hay
diferencias significativas (p<0.05) entre el control y cada tratamiento de sombreo. Datos obtenidos con
los sensores portatiles ubicados en el canopeo de los cultivos.

Tratamiento

Experimento control R3154 control A control FA15q control PA3q
Exp,
Temp. Media Diaria 24+09a 23+09a 26+x05a 25%05a 23+05a 22+06a
Temp. Max. Diaria 29+11a 28+10a 31+08a 30%08a 28+09a 26+08a
Temp. Min. Diaria 19+12a 19+12a 21+05a 21+05a 17+06a 17+06a

Temp. Medial0aldhs 27+15a 26+1.0a 30+1.0a 29+09a 26+09a 25+0.7a

Exp,

Temp. Media Diaria - - 24+0.7a 23+0.7a 24+0.7a 23+08a | 24+05a 23+05a
Temp. Max. Diaria - - 29+09a 28+10a 29+09a 27+10a | 29+0.7a 27+06a
Temp. Min. Diaria - - 19+08a 19+09a 19+10a 19+10a | 19x0.7a 19+0.7a
Temp. Media 10 a 14 hs - - 29+09a 26+1la 27+10a 25+10a | 28+0.7a 26+06a

2.3.1.3 Dinamica del crecimiento y peso del fruto a madurez fisiologica

El momento en el que se realizd el sombreo tuvo una fuerte influencia sobre el
peso de los frutos. El peso del fruto no se modificé en forma significativa (p>0.05)
cuando el sombreo se realiz6 durante R312¢ Y A en los Exp; y Exp, respectivamente. En
contraposicion, el peso del fruto se redujo en forma significativa (p<0.05) cuando los
cultivos se sombrearon en FA;,4 para los Expi.; y en PAysq para el Exp, (Tabla 2.3). Las
diferencias en el peso del fruto entre los tratamientos de sombreo y el control durante
esta etapa se produjeron debido a una menor tasa de acumulacion de materia seca en el

fruto y no a una menor duracion del periodo de llenado de fruto (Tabla 2.3).

Tabla 2.3: Peso final y sus determinantes (i.e. tasa y duracion del periodo de llenado de fruto) del control
y de los tratamientos de sombreo realizados en diferentes estados [R31,4 (durantel2 dias a partir de R3) en
el Expy, A (desde primera antesis a fin de antesis) y FA;,4 (durante 12 dias a partir fin de antesis) en los
EXpi1o, ¥ PAssy (durante 23 dias a partir de primera antesis) en el Exp,] ) durante el desarrollo y
crecimiento del pericarpio en los Exp.,. Coeficiente de regresion (R?) de la funcion de ajuste del peso de
fruto en funcion de los dias después de antesis del control y de los tratamientos de sombreo. Las medias +
un error estandar seguidas por letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) entre
tratamientos para cada experimento.



Peso final del Tasa de Duracion del
Experimento Tratamiento grano llenado  periodo de llenado R?
(mg) (mg.dia™®) (dias)

Exp; control 62.3+7.2a 26x0.2a 265+0.8ab 0.92
R312q 57.7+£6.7ab 1.9%+0.3b 29.1+x19a 0.75

A 48.1+50ab 19+0.2b 26.8+x1.0a 0.90

FA 124 43.4+£38b 19x02hb 234+09b 0.86

Exp, control 61.5+40a 32x05a 288+1.2a 0.86
A 528+ 72ab 1.3+0.2b 342+19a 0.76

FA24 499+56 b 12+04b 35.3x41a 047

PA,34 473+25b 15+04b 347+29a 059
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2.3.1.4 Evolucion del porcentaje de germinacion en funcion de los dias después de la
cosecha

La evolucion del porcentaje de germinacion (PG) de cipselas incubadas a 25°C
provenientes del control y de los tratamientos de sombreo realizados en diferentes
estados de desarrollo y crecimiento del pericarpio puso en evidencia que la radiacion
incidente afecto la tasa de salida de la dormicion (Figura 2.7). A partir del dia 50 y hasta
los 200 dias desde la cosecha el PG de las cipselas de los tratamientos de sombreo
fueron significativamente mayores que el PG del control (p<0.05, Figura 2.7 a) en el
Exp1. Durante este periodo la brecha entre el PG de los tratamientos de sombreo y el
control fue en promedio de un 30%, a favor de los primeros. A partir de los 150 dias
desde la cosecha, el PG de las cipselas del control aumenté en forma exponencial de
forma tal que, a los 200 dias desde la cosecha las diferencias entre el control y los
tratamientos de sombreo no fueron significativas (p>0.05). En el Exp,, el PG de las
cipselas incubadas a 25°C de los tratamientos de sombreo impuestos durante FAx4 Y
PA,3q4 fue significativamente mas alto que el PG del control desde los 50 y hasta los 150
dias desde la cosecha (Figura 2.7 b). Sin embargo, y a diferencia de lo que sucedio en el
Expi1, no se registraron diferencias significativas entre el control y el tratamiento de

sombreo realizado durante antesis (A).
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Figura 2.7: Evolucion del porcentaje de germinacion de cipselas incubadas a 25°C en funcion de los dias
después de la cosecha del control (cuadrados llenos) y de los tratamientos de sombreo realizados en
diferentes estados [R31,q (durante 12 dias a partir de R3, tridngulos vacios invertidos) en el Exp;, A
(desde primera antesis a fin de antesis, tridngulos vacios) y FA1,4 (durante 12 dias a partir fin de antesis,
cuadrados vacios) en los Exp.,, Y PAysq (durante 23 dias a partir de primera antesis, circulos vacios) en el
Exp,] durante el desarrollo y crecimiento del pericarpio del Exp; (Figura a) y del Exp, (Figura b). El
porcentaje de germinacion de las cipselas se evaludé hasta que alcanzd un valor >85%. Las lineas
verticales sobre los simbolos indican + un error estandar de la media y se muestran solamente cuando su

valor excede el tamafio de los simbolos.

El anélisis de varianza del nimero de dias necesarios para alcanzar un porcentaje
de germinacion del 50% (PGso) en cipselas incubadas a 25°C en ambos experimentos,
mediante el uso de funciones ajustadas del PG/ddc, confirmé que la radiacion incidente
durante el periodo de desarrollo y crecimiento del pericarpio afectd la salida de la
dormicion. ElI PGsy, de las cipselas de los tratamientos de sombreo fue
significativamente inferior al PGsg de los controles en ambos experimentos (Tabla 2.4).
La Unica excepcion a este resultado fue el tratamiento de sombreo realizado durante
antesis (A) del Exp,, el PGso fue similar al del control. Coincidentemente, la diferencia
entre la cantidad de dias para alcanzar un PGsg de los controles de ambos experimentos
(i.e. 189.4 y 117.3 dias del Exp; y Exp, respectivamente; Tabla 2.4) se explicaron, al
menos en parte, por la menor cantidad de radiacion incidente durante el periodo de An-
MF entre experimentos (Figura 2.5).

Tabla 2.4: Funciones ajustadas a la relacion entre el porcentaje de germinacion (PG) y los dias después
de la cosecha (ddc); y el nimero de dias después de la cosecha necesarios para alcanzar un porcentaje de
germinacion del 50% (PGs,, estimada con la funcién de ajuste entre el PG/ddc) del control y de los
tratamientos de sombreo realizados en diferentes estados [R3;,4 (durante 12 dias a partir de R3) en el
Expi1, A (desde primera antesis a fin de antesis) y FA;, (durante 12 dias a partir fin de antesis) en los
Exp12, Y PAssq (durante 23 dias a partir de primera antesis) en el Exp,] durante ) durante el desarrollo y
crecimiento del pericarpio incubados a 25°C (Exp; y Exp,) y a 12°C (Exp,). A la derecha de las funciones
ajustadas se detalla el coeficiente de regresion (R?) y el niimero de observaciones usado en cada funcion
de ajuste. Las medias + un error estandar del PGs, seguidas por letras diferentes indican diferencias
significativas (p<0.05) entre tratamientos para cada experimento y temperatura de incubacion.
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Te mﬁigztcl}lgi ce ?;2:;:;2::8 Funcion ajustada, Ry n PGs, (dias)
25°C Exp,
control PGgy= 3.8 + 101.3/(1 + exp (-(x-195.5)/31.7)); R% 0.96;n=24  189.4+32a
R314 PGg= -2.2 + 0.4 x; R% 0.93; n=24 1409 +17.1b
A PGg= -0.3 + 0.4 x; R% 0.94; n=24 1216 +14.2b
FAiz PGg= -1.4 + 0.4 x; R% 0.92; n=24 129.4+179b
Exp,
control PGg= 3.2 +2.9.10° x3; R% 0.97; n=20 117.3+29a
A PGg= 3.0 +3.1.10° x3; R% 0.97; n=16 1154+3.4a
FAq2q PGg= 3.7 + 0.7 x; R% 0.94; n=16 71.5+11.0b
PAsq PGyy=-8.6 +0.7 x; R% 0.96; n=20 81.4+7.8b
12°C Exp,
control PGg= 1.0 + 0.4 x; R% 0.91; n=18 135.0+22.0a
R314 PGy= 19.3 + 0.3 x; R% 0.89; n=18 1025+22.1a
A PGy= 7.5 +0.3 x; R% 0.86; n=18 1262+275a
FA 24 PGgy=-3.2 + 0.4 x; R% 0.98 ; n=15 1346+129a
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Figura 2.8: Evolucidn del porcentaje de germinacion de cipselas incubadas a 12°C en funcién de los dias
después de la cosecha provenientes del control (cuadrados llenos) y de los tratamientos de sombreo
realizados en diferentes estados [R3;,4 (durante 12 dias a partir de R3, tridngulos vacios invertidos); A
(desde primera antesis a fin de antesis, tridngulos vacios) y en FA,q (durante 12 dias a partir fin de
antesis, cuadrados vacios)] durante el crecimiento y desarrollo del pericarpio del Exp;. El porcentaje de
germinacion de las cipselas se evalud hasta que alcanzo un valor >85%. Las lineas verticales sobre los
simbolos indican + un error estandar de la media, y solamente se muestran cuando su valor excede el

tamafio de los simbolos.

Debido a que las diferencias en el PGso entre el control y los tratamientos de
sombreo se expresaron en las cipselas incubadas a 25°C (Figura 2.7 a) y no a 12°C
(Figura 2.8 y Tabla 2.4) en el Expi, sugieren que la dormicién estaria principalmente
impuesta por las cubiertas del fruto. La realizacion de un test de partes (i.e. cipselas y
semillas) confirmd esta aseveracion. A los 27 dias después de la cosecha, el PG de las

cipselas incubadas a 12 y 25°C fue en promedio de un 15 %. Sin embargo, cuando se
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incubaron las semillas (i.e. sin el pericarpio) el PG fue del 75% 6 mas, en todos los
tratamientos y en ambas temperaturas de incubacion (Figura 2.9). Ademés, la
incubacion de las semillas a 12°C puso en evidencia que la radiacién también afectd
levemente la dormicion embrionaria. EI PG de las semillas de los tratamientos de
sombreo realizados durante A y FAiyq fue significativamente mayor que el control
(Figura 2.9 a). Mientras que el tratamiento de sombreo realizado durante R3;,4 presentd
un PG intermedio entre los otros dos tratamientos de sombreo y el control. Estas
diferencias desaparecieron cuando las semillas se incubaron a 25°C (Figura 2.9 b).
Coincidentemente, a los 32 dias después de la cosecha, el PG de las semillas y de las
cipselas incubadas a 25°C de los tratamientos de sombreo realizados durante FA1y y
PA,3q del Exp, mostraron que la dormicion estuvo principalmente impuesta por las
cubiertas (Figura 2.10). A diferencia de lo descripto para las semillas del Exp, el PG
del control (20%) y del tratamiento de sombreo realizado durante A (35%) de las
semillas incubados a 25°C del Exp, fue significativamente inferior al correspondiente a

los otros dos tratamientos de sombreo (aprox. 70%; Figura 2.10).
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Figura 2.9: Porcentaje de germinacion de cipselas (barras negras) y semillas (barras blancas) incubadas a
12°C (Figura a) y 25°C (Figura b) a los 27 dias después de la cosecha del control y de los tratamientos de
sombreo realizados en diferentes estados (R31,4 , durante 12 dias a partir de R3; A, desde primera antesis
a fin de antesis; y FA1» , durante 12 dias a partir fin de antesis) durante el desarrollo y crecimiento del
pericarpio del Exp;. Las lineas verticales sobre las barras indican + un error estandar de la media. Letras
diferentes sobre las barras negras y blancas indican diferencias significativas (p<0.05) entre tratamientos
y entre las estructuras del fruto (i.e. cipsela y semilla) para cada temperatura de incubacion.
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Figura 2.10: Porcentaje de germinacion de cipselas (barras negras) y semillas (barras blancas) a los 32
dias después de la cosecha incubadas a 25°C del control y de los tratamientos de sombreo realizados en
diferentes estados (A, desde primera antesis a fin de antesis; FA1,q, durante 12 dias a partir fin de antesis
y PAysq, durante 23 dias a partir de primera antesis) durante el desarrollo y crecimiento del pericarpio en
el Exp,. Las lineas verticales sobre las barras indican  un error estandar de la media. Letras diferentes
sobre las barras negras y blancas indican diferencias significativas (p<0.05) entre tratamientos y entre las
estructuras del fruto (i.e. cipsela y semilla).
2.3.1.5 Morfologia de las cubiertas seminales

La evaluacion de las caracteristicas morfologicas del pericarpio (i.e. espesor y
namero de estratos de la capa media) y de la membrana seminal (i.e. ancho y largo de
las celulas que la componen) en los tratamientos de sombreo realizados en diferentes
estados (desde R3 hasta 12 dias después de antesis) durante el desarrollo y crecimiento
del pericarpio en el Exp; demostraron que una menor oferta de radiacion afecto la
morfologia del pericarpio, pero no la membrana seminal. El ancho del pericarpio (i.e.
capa oscura+ capa media) fue significativamente menor en los tratamientos de sombreo
comparado con el control (Figuras 2.11 y 2.12 a). A medida que el sombreo se aplico
mas tardiamente el pericarpio fue mas delgado (i.e. 16, 23 y 29% en R3124, A Y FA124)
en el Exp;. Si bien la cantidad de estratos de la capa media de los tratamientos de
sombreo fue significativamente inferior al control (p>0.0001) no se detectaron
diferencias significativas para esta variable entre los diferentes tratamientos de sombreo
(Figura 2.12 c). En el Exp,, la realizacion de cortes histoldgicos del pericarpio en el
control y en el tratamiento de sombreo FA;,4 confirmaron los resultados descriptos en el
Exp; (Figura 2.12 b y d). El espesor del pericarpio fue significativamente menor en
FA12¢ comparado con el control (Figura 2.12 b). No obstante, no se registraron
diferencias significativas en el nimero de estratos de la capa media entre ambos
tratamientos (Figura 2.12 d). A diferencia de lo expuesto para el pericarpio, como en fue
observado en el experimento anterior, una menor oferta de radiacion no afectd la

membrana seminal. No se produjeron cambios significativos en el ancho y el largo de
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las células que conforman la membrana seminal del control y FA;,4 (p>0.05 para ambas

variables, Figura 2.13 y 2.14).

’*-,-,:§: wm' uy
;'. .,‘- 1

4&‘0’-.,. % w
."1. :fgb

Figura 2.11: Cortes transversales de pericarpios de cipselas del control (Figura a) y de los tratamientos de
sombreo realizados en diferentes estados [R3154 (durante 12 dias a partir de R3), Figura b; A (desde
primera antesis a fin de antesis), Figura ¢ y FAj,4 (durante 12 dias a partir fin de antesis), Figura d]
durante el desarrollo y crecimiento del pericarpio del Exp;. Referencias: capa negra, CN; capa media, CM

y capa interna comprimida, CIC.
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Figura 2.12: Espesor del pericarpio (Figura a y b) y nimero de estratos de la capa media (Figura c y d)
provenientes de cipselas del control y de los tratamientos de sombreo realizados en diferentes estados
[R31,4 (durantel2 dias a partir de R3) en el Exp; y en A (desde primera antesis a fin de antesis), FA,q
(durante 12 dias a partir fin de antesis) y en el control (sin sombreo) en el Exp;.,] durante el desarrollo y
crecimiento del pericarpio del Exp, (Figuraay c) y del Exp, (Figura b y d). Las lineas verticales sobre las
barras indican + un error estandar de la media. Letras diferentes indican diferencias significativas
(p<0.05) entre tratamientos para cada experimento.
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Figura 2.13: Cortes transversales de membrana seminal de las cipselas del control (Figura a 'y c) y del
tratamiento de sombreo realizado en FA,,q4 (i.e. durante 12 dias a partir fin de antesis, Figura b y d) del
Exp; (Figura a y b) y del Exp, (Figura ¢ y d). Referencias: cuticula gruesa (flecha), pared celular (pc) y
citoplasma (ct).
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Figura 2.14; Largo (Figura a y b) y ancho (Figura ¢ y d) de las células que componen la membrana
seminal de cipselas provenientes del control y de los tratamientos de sombreo realizados en FAjyq
(durante 12 dias a partir fin de antesis) del Exp; (Figura a y ¢) y de Exp, (Figura b y d). Las lineas
verticales sobre las barras indican + un error estdndar de la media. Letras similares sobre las barras
indican que no hay diferencias significativas (p<0.05) entre tratamientos para cada experimento.
2.3.1.6 Control hormonal de la dormicion: Contenido de ABA enddgeno a cosecha

La medicion del contenido de ABA enddgeno en el control y en los tratamientos
de sombreo de los Expi, Yy la posterior realizacion de andlisis de variancia (uno por
cada experimento) mostré que el contenido de ABA vari6 en funcion del momento en el
que se produjo el sombreo (Figura 2.15). En el Exps, cuando el sombreo se produjo en
las primeras etapas de desarrollo y crecimiento del pericarpio (R3124 Y A), el contenido
de ABA fue similar al control (Figura 2.15 a). Sin embargo, cuando el sombreo se
produjo en etapas mas avanzadas (FAi12g) el contenido de ABA se redujo en forma
significativa (Figura 2.15 a). En contraposicion, en el Exp,, el contenido de ABA en el
tratamiento realizado durante antesis (A) fue significativamente mas alto que el control
(Figura 2.15 b). Mientras que, el contenido de ABA endogeno en el tratamiento de
sombreo realizado durante FA;24, ¥ en forma similar a lo que sucedio en el Exp;, fue
significativamente inferior al correspondiente al control (Figura 2.15 b). Finalmente, el
contenido de ABA enddgeno en el tratamiento PA,3y fue intermedio a los valores
medidos en las semillas del tratamiento FA12q Yy el control (Figura 2.15 b). El contenido
de ABA enddgeno también vario entre experimentos. NGtese que el contenido de ABA
enddgeno promedio de todos los tratamientos fue de 2063+45 y de 1422+39 pg

ABA/mg peso seco en el Exp; y Exp, respectivamente. La regresion significativa y
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positiva entre el PGz y el contenido de ABA de ambos experimentos sugiere que el
contenido de ABA podria estar explicando, al menos en parte (R?=0.63), las diferencias
en el PGsg entre tratamientos de sombreo (Figura 2.16).
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Figura 2.15: Contenido endbgeno de ABA de semillas de girasol provenientes del control y de los
tratamientos de sombreo realizados en diferentes estados [R31y¢ (durantel2 dias a partir de R3) en el
Exp1, en A (desde primera antesis a fin de antesis), FA;»4 (durante 12 dias a partir fin de antesis) y en el
control (sin sombreo) en el Exp1, Yy PAs3q (durante 23 dias a partir de primera antesis) en el Exp,] durante
el desarrollo y crecimiento del pericarpio en el Exp; (Figura a) y en el Exp, (Figura b). Las lineas
verticales sobre las barras indican + un error estandar de la media. Letras diferentes indican diferencias
significativas (p<0.05) entre tratamientos para cada experimento.
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Figura 2.16: Relacion entre el nimero de dias necesarios para alcanzar un porcentaje de germinacion del
50% (PGsp) vy el contenido enddgeno de ABA de semillas de girasol provenientes del control (cuadrado) y
de los tratamientos de sombreo realizados en diferentes estados [R31,4 (durante 12 dias a partir de R3,
triangulo invertido) en el Exp;, A (desde primera antesis a fin de antesis, tridngulo) y FA:» (durante 12
dias a partir fin de antesis, circulo) en los Expi., ¥ PAxsy (durante 23 dias a partir de primera antesis,
circulo estrellado) en el Exp,] durante el desarrollo y crecimiento del pericarpio del Exp; (simbolos
llenos) y del Exp, (simbolos vacios). Las barras verticales y horizontales sobre los simbolos son +un error
del estandar de la media. Linea de regresién: y=-15,02+0.08X, R? = 0,63, p=0,001, n=28.

2.3.1.7 Control hormonal de la dormicion: Sensibilidad al ABA

La evaluacion de la sensibilidad al ABA en las cipselas del control y en los
tratamientos de sombreo realizados en distintos estados de desarrollo y crecimiento del
pericarpio del Exp; a los 96 y 141 dias después de la cosecha, sugiere que una menor
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oferta de radiacion durante el periodo de desarrollo y crecimiento del pericarpio no
afectaria la sensibilidad al ABA de los frutos (Figura 2.17). El hecho de que la
incubacion de las cipselas, a los 96 dias después de la cosecha, en un medio con
Fluridone (i.e. inhibidor de la sintesis de novo de ABA) no eliminara las diferencias en
el PG de las cipselas incubados en agua impidié realizar algln tipo de inferencia sobre
la sensibilidad al ABA de los distintos tratamientos de sombreo (Figura 2.17 a). Debido
a ello, se realiz6 un segundo experimento a los 141 dias después de la cosecha, cuando
el PG de las cipselas incubadas en agua del control y de los tratamientos de sombreo
fueron >90%. Todos los tratamientos respondieron de manera similar ante el aumento

de concentraciones exdgenas de ABA al medio de incubacion (Figura 2.17 b).
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Figura 2.17: Porcentaje de germinacion de cipselas de girasol incubadas a 25°C a los 96 (Figura a) y 141
(Figura b) dias desde la cosecha provenientes del control (barras negras) y de los tratamientos de sombreo
[A (desde primera antesis a fin de antesis), FA1,4 (durante 12 dias a partir fin de antesis) y PA,34 (durante
23 dias a partir de primera antesis), barras blancas] del Exp, en diferentes medio de incubacion: en Agua,
Fluridone 100uM, Fluridone 100uM + ABA 10uM (FI+ABA10) y Fluridone 100uM + ABA 100uM
(FI+ABA100). Las lineas verticales sobre las barras indican + un error estandar de la media. Letras
diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) entre tratamientos y medio de incubacion.

2.3.1.8 Control hormonal de la dormicion: Sensibilidad a las GAs y al Etileno.
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La falta de variacion en el porcentaje de germinacion ante el agregado de
Paclobutrazol (i.e. inhibidor de la sintesis de novo de GAs; Figura 2.18) y NBD (i.e.
inhibidor competitivo de la acciéon de Etileno; Figura 2.19) al medio de incubacion
sugiere que la sintesis de novo de ambas hormonas no estarian implicadas en la
liberacion de la dormicién. Sin embargo, el aumento significativo del PG de los
tratamientos (i.e. control y A), cuando se incubaron en un medio con GAs (Figura 2.18)
y Ethepon (Figura 2.19) muestra que estas hormonas estimulan la germinacion. A su
vez, no se observo un patron claro de diferencias en la respuesta al agregado de dosis
creciente de estas hormonas entre tratamientos, lo que no permite definir si existe una
sensibilidad diferencial a las mismas producto de los tratamientos ensayados; esto
estuvo en parte determinado por los altos valores de germinacion observados en agua

para algunos de los tratamientos de sombreo.
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Figura 2.18: Porcentaje de germinacién de cipselas de girasol incubadas a 25°C a los 96 dias desde la
cosecha provenientes del control (barras negras) y de los tratamientos de sombreo impuestos en diferentes
estados [A (desde primera antesis a fin de antesis), FA;,4 (durante 12 dias a partir fin de antesis) y PAjsq
(durante 23 dias a partir de primera antesis); barras blancas] del Exp, en diferentes medio de incubacion:
en agua, Paclobutrazol 100uM, Paclobutrazol 100uM + GAs 10uM (PaclotGAs10), Paclobutrazol
100uM + GAs 100uM (Paclo+GAs100). Las lineas verticales sobre las barras indican + un error estandar
de la media. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) entre tratamientos y medio de
incubacion.
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Figura 2.19: Porcentaje de germinacién de cipselas de girasol incubadas a 25°C a los 96 dias desde la
cosecha provenientes del control (barras negras) y de los tratamientos de sombreo realizados en diferentes
ventana de tiempo [A (desde primera antesis a fin de antesis), FA,q (durante 12 dias a partir fin de
antesis) y PAysy (durante 23 dias a partir de primera antesis, barras blancas] del Exp,, en diferentes medio
de incubacion: en Agua, NBD (2, 5-norbornadiene) 100uM, NBD 100uM + Ethephon 10uM (NBD +
Eth10), NBD 100uM + Ethephon 100uM (NBD + Eth100). Las lineas verticales sobre las barras indican
+ un error estandar de la media. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) entre
tratamientos y medio de incubacién.

2.3.2 Efecto del sombreo sobre el cultivo y el canopeo sobre el nivel de dormicion de
los frutos
2.3.2.1 Condiciones de crecimiento

En la Tabla 2.5 se detallan las condiciones climaticas registradas durante la
realizacion del Exps. La duracién de la etapa de siembra-antesis (S-An) y de antesis-
madurez fisiologica (An-MF) fue de 75 y 39 dias para cada etapa respectivamente. La
temperatura media fue levemente mayor en la etapa S-An (i.e. 24.4°C) que en la etapa

de An-MF (i.e. 23°C). Mientras que, la radiacion incidente disminuy6 un 17% durante

la etapa de An-MF comparada con la S-An.

Tabla 2.5: Datos meteoroldgicos promedio y duracion de las fases de Siembra-Antesis (S-An) y Antesis-
Madurez Fisiolégica (An-MF) del experimento de sombreo (Exps). Fotoperiodo (Fotop, hs), temperatura
maxima media (Tmax., °C), temperatura minima media (Tmin., °C) y radiacidn incidente diaria (RI, MJ
m2d™). Datos de la Estacion Meteorolégica EMA Ortlizar, ubicada a 600 metros del experimento.

Fases de desarrollo del Fotop. Tmax Tmin RI
cultivo (hs) (°C) (°C) (MJ m2d™)
SaAn 152+02 296+36 192+32 234453
(75 dias)

An a MF

(39 dias) 13.9+04 278+34 17837 194 +47
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2.3.2.2 Caracterizacion del ambiente durante la imposicion de los tratamientos de
sombreo

La dindmica de la temperatura media horaria del canopeo en el control y en los
tratamientos de sombreo realizados en todo el cultivo (SOMBcuyL) y en el canopeo
(SOMBcan) fueron similares, excepto durante las horas cercanas a mediodia (Figura
2.20). La temperatura media horaria fue més baja (de 1 a 3°C) durante las 10 y las 14
horas en SOMBcy. Y SOMBcan comparado con el control. A pesar de ello, la
temperatura media, maxima, minima diaria y la temperatura media diaria de 10 a 14
horas del canopeo no difirieron significativamente entre SOMBcy, SOMBcan VY el
control durante el periodo de aplicacion de los tratamientos de sombreo (Tabla 2.6).
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Figura 2.20: Temperatura media horaria del canopeo del control (sin sombreo, linea negra continua) y de
los tratamientos de sombreo del cultivo (SOMBcy,) Y del canopeo (SOMBcay) durante 12 dias después
de fin de antesis (linea punteada negra) del Exp,. La dinamica de la temperatura media horaria de los dos
tratamientos de sombreo se simbolizan con una Unica linea debido a que no se registraron diferencias
entre ambas. La flecha horizontal sobre el eje x indica la ventana de tiempo en la que se midié la
temperatura de las cipselas (i.e. desde el cuarto al octavo dia de tratamiento).

Tabla 2.6: Temperatura media, maxima media y minima media diaria y temperatura media diaria de 10 a
14 horas (°C) del control y de los tratamientos de sombreo del cultivo (SOMB¢y.) y del canopeo
(SOMBcan) durante 12 dias a partir de fin de antesis del Expz. Las medias seguidas por letras similares
indican que no hay diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos para cada una de las
variables evaluadas.

Temperatura del aire Tratamiento

en el canopeo control SOMB¢ . SOMBcan
Temp. Media Diaria 234+08a 22.7+£0.7a 222+0.7a
Temp. Méx. Diaria 30.1+11a 280x09a 28.1+09a
Temp. Min. Diaria 175+08a 176+08a 17.0+08a
Temp. Media1l0al4hs 25.1+1.1a 24.0+x09a 235x10a
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Durante el periodo de tiempo en el que se midi6 la temperatura de las cipselas
(i.e. desde el cuarto al octavo dia durante la imposicién de los tratamientos de sombreo),
estas replicaron la marcha de la temperatura registrada en el canopeo (Figuras 2.20 y
2.21). Sin embargo, la temperatura media diaria de las cipselas fue mayor que la
correspondiente al canopeo; acentuandose estas diferencias durante el mediodia. La
temperatura media de las cipselas desde las 10 hasta las 14 horas, fue de 5 a 8°C mas
alta que la temperatura del canopeo (Tabla 2.7). El uso de las medias sombras, como era
previsible, en el SOMBcy. también disminuyo la temperatura de los frutos comparado
con los frutos del control-SOMBcan (Figura 2.21). La temperatura media diaria,
maxima diaria y la temperatura media de 10 a 14 horas de las cipselas del tratamiento
SOMBcu. fue significativamente inferior a la temperatura de las cipselas del control -
SOMBcan (p<0.001, Tabla 2.7).
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Figura 2.21: Temperatura media horaria de las cipselas del control (sin sombreo, linea negra continua) y
del tratamiento de sombreo del cultivo (SOMBcy., linea negra punteada) desde el cuarto y al octavo dia
de tratamiento de sombreo del Exps.

Tabla 2.7: Temperatura media, méxima y minima diaria y temperatura media de 10 a 14 hs (°C) de las
cipselas y del canopeo de los tratamientos de sombreo del canopeo (SOMBcan) Y del cultivo (SOMBcy)
desde el cuarto y el octavo dia de tratamiento de sombreo del Exps. Medias + un error estandar seguidas
por letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) entre tratamientos. Los capitulos del
control y del tratamiento SOMBcay estuvieron expuestos a la radiacion solar directa.

Temperatura Cipsela Canopeo

[Tratamiento control - SOMBcan SOMB¢,. control - SOMBcan SOMB .
Temp. Media Diaria 274+03a 259+0.3b 23.7+09a 22.8+08a
Temp. Max. Diaria 33.7+04a 30.0+x04b 327+16a 299+14a
Temp. Min. Diaria 21.1+04a 21.3+04a 178+14a 179+14a

Temp. Media 10 a 14 hs 325+03a 28.6+04D 242+21a 23.0+x17a
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2.3.2.3 Dinamica del crecimiento y peso del fruto a madurez fisiologica

El peso promedio del fruto fue mayor en el control que en los dos tratamientos
de sombreo. Sin embargo, no se detectaron diferencias significativas entre tratamientos
para esta variable (p>0.05). La duracidon del periodo de llenado de fruto fue similar entre
tratamientos. En contraposicion, la tasa de llenado del fruto en el control fue
significativamente mayor que en los tratamientos de sombreo (p>0.05. Tabla 2.8).

Tabla 2.8: Peso final y sus determinantes (i.e. tasa y duracion del periodo de Ilenado de fruto) del control
(sin sombreo) y de los tratamientos de sombreo del cultivo (SOMBcy,) y del canopeo (SOMBcan)
durante 12 dias a partir fin de antesis del Exps. Coeficiente de regresion (R?) de la funcién de ajuste del
peso de fruto en funcion de los dias después de antesis del control y de los tratamientos de sombreo.
Medias = un error estdndar seguidas por letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) entre
tratamientos.

Peso final del Tasa de Duracion del
Tratamientos  Tratamiento grano llenado periodo de llenado R?
(mg) (mg.dia™) (dias)
Exp, control 36.1+£28a 10x0.1 a 330x21la 0.78

SOMB¢, 317+22a 07+02ab 350%20a 0.83
SOMBcay 30.1+58a 06+01b 36.0+t15a 0.86

2.3.2.4 Evolucidn del porcentaje de germinacion en funcion de los dias después de la
cosecha

La evolucion del porcentaje de germinacion y el anélisis de varianza del nimero
de dias necesarios para alcanzar el PGs de cipselas incubadas a 25°C provenientes del
control y de los tratamientos de SOMBcy. Y SOMBcan puso en evidencia que el
sombreo de todo el cultivo (SOMBcuL) 0 del canopeo (SOMBcan) afecté en forma
similar la dormicion de los frutos de girasol. A partir del dia 40 y hasta los 100 dias
después de la cosecha el PG de SOMBcuy. Yy SOMBcan fueron similares y
significativamente mayores que los PG del control (Figura 2.22). Coincidentemente, el
PGso de los tratamientos de SOMBcy. Y SOMBcan fueron similares (p>0.05) y

significativamente menores que el PGsq del control (Tabla 2.9).
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Figura 2.22: Evolucién del porcentaje de germinacion de cipselas incubadas a 25°C en funcion de los
dias después de la cosecha del control (sin sombreo, cuadrados llenos) y de los tratamientos de sombreo
del cultivo (SOMBcy,) v del canopeo (SOMBcan) durante 12 dias a partir fin de antesis del Exps. El
porcentaje de germinacion de las cipselas se evalud hasta que esta variable alcanzé un valor >80%. Las
lineas verticales sobre los simbolos indican + un error estdndar de la media y solamente se muestran
cuando su valor excede el tamafio de los simbolos.

Tabla 2.9: Funciones ajustadas a la relacion entre el porcentaje de germinacion (PG) y los dias después
de la cosecha (ddc); y el nimero de dias después de la cosecha necesarios para alcanzar un porcentaje de
germinacion del 50% (PGso, estimada con la funcion de ajuste entre el PG/ddc) del control (sin sombreo)
y de los tratamientos de sombreo del cultivo (SOMB¢y,) y del canopeo (SOMBcay) durante 12 dias a
partir fin de antesis de cipselas incubadas a 25°C del Exps. A la derecha de las funciones ajustadas se
detalla el coeficiente de regresion (R?) y el nimero de datos usado en cada funcién de ajuste. Las medias
del PGs, seguidas por letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) entre tratamientos.

Tratamiento Funcién ajustada, R?y n PGs, (dias)
control PGy=-0.7 + 0.5/x; R* 0.95; n=15 102.2+113a
SOMBcay PGs,= 7.5 + (-0.3) X 0.5; R* 0.93; n=15 484+20.1b
SOMBgy, PGy= 7.2 + 1.5 X 0.5; R% 0.94; n=15 463+157b

2.3.2.5 Espesor de las cubiertas seminales

El espesor del pericarpio de los tratamientos de SOMBcyL Y SOMBcan fue
similar pero significativamente menor que el espesor del pericarpio del control (Figura
2.23 a). Las diferencias en el espesor del pericarpio se asociaron con el nimero de
estratos de la capa media. EI nimero de estratos de la capa media del pericarpio fue

significativamente mayor en el control que en los tratamientos de SOMBcuy. Yy
SOMBcan (Figura 2.23 b).
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Figura 2.23: Espesor del pericarpio (Figura a) y nimero de estratos de la capa media (Figura b) de
pericarpios provenientes de cipselas del control (sin sombreo) y de los tratamientos de sombreo del
cultivo (SOMBc¢y,) Yy del canopeo (SOMBcan) durante 12 dias a partir fin de antesis del Exps. Las lineas
verticales sobre las barras indican £ un error estandar de la media. Letras diferentes indican diferencias
significativas (p<0.05) entre tratamientos.

2.4 DISCUSION

El andlisis conjunto de los resultados de los dos experimentos de sombreo
realizados en diferentes estados de desarrollo y crecimiento del pericarpio (i.e. desde la
etapa final de division celular de las paredes del ovario hasta que el pericarpio alcanza
Su maximo peso seco) sirvieron para demostrar, por primera vez, que la radiacién
incidente afectd la dinamica de la salida de la dormicién de los frutos de girasol del
genotipo evaluado. El sombreo aumento la tasa de salida de la dormicion durante la
post-cosecha (Figura 2.7 b y Tabla 2.4) pero, no afect6 de manera significativa el nivel
de dormicidn de los frutos al mes de la cosecha, ya que éstos presentaron bajos niveles
de germinacién (el PG fue inferior al 20% en todos los tratamientos, barras negras en
Figuras 2.9 y 2.10). Estos resultados permiten inferir que, en condiciones de cultivo,
una reduccion en la cantidad de radiacion incidente (i.e. fechas de siembra de tardias y/o
afios con alta nubosidad) durante el desarrollo y crecimiento del pericarpio podrian
afectar la tasa de salida de la dormicién de los frutos de girasol durante el almacenaje.
Sin embargo, los efectos del sombreo sobre el nivel de dormicién descriptos en este
capitulo han sido substancialmente menores a los hallados por Bodrone et al., (2017)
variando la fecha de siembra del cultivo. Los frutos provenientes de los cultivos de
fechas de siembra méas tempranas exhibieron un 95% de dormicion a cosecha, mientras
que los frutos de las fechas de siembra mas tardias presentaron un 50% de dormicion a
cosecha. En suma a lo anterior, la cantidad de dias desde la cosecha (ddc) que
transcurrieron hasta alcanzar un nivel 6ptimo de germinacion (i.e.~90%) vario desde 75

ddc para la fecha de siembra normal a 30 ddc para la fecha de siembra tardia. Las
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diferencias entre los resultados de ambos experimentos probablemente tengan su origen
en tres causas de distinto orden: i) se tratan de genotipos diferentes; ii) por efectos
aditivos 0 sinérgicos de los factores del ambiente que varian en forma simultanea ante
cambios en la fecha de siembra vy iii) la forma en cémo varia la radiacion durante el
periodo de llenado no es la misma en ambos experimentos. En los experimentos de
fechas de siembra la cantidad de radiacion incidente disminuye en forma gradual
durante todo el periodo de desarrollo y crecimiento del grano. Mientras que, en los
experimentos presentados en este capitulo, la reduccion del nivel de radiacion incidente
se produjo en forma abrupta y constante durante un breve periodo de tiempo durante el
crecimiento y desarrollo del fruto.

La realizacion de un tercer experimento sirvid, para documentar que una
reduccion en el nivel de radiacién incidente (i.e. durante 12 dias después de fin de
antesis) aumento la velocidad de salida de la dormicién debido probablemente a una
limitacidn de la fuente y no a la actividad de los destinos (Figura 2.22). La dinamica de
salida de la dormicion de los frutos procedentes de cultivos en los que se sombred sélo
el canopeo, fue similar a la de los frutos provenientes de los cultivos en los que se
sombreo todo el cultivo, y mayor que la correspondiente a los cultivos que no fueron
sombreados (Tabla 2.9). En este mismo sentido, Saranga et al. (1998) demostraron,
mediante la aplicacion de diferentes niveles de defoliacion, que los frutos de girasol
provenientes de plantas con una alta relacion fuente/destino eran més pesados, pero con
un menor porcentaje de germinacion que los frutos provenientes de plantas con una baja
relacién fuente/destino. Asimismo, estos autores sugieren fuertemente que la dormicion
de los frutos de girasol no solo depende de la oferta de recursos del ambiente, durante la
formacion de las estructuras de la cipsela, sino también del tamafio y funcionalidad de la
fuente (i.e. duracion del area foliar en post-antesis). La que no solo es afectada por los
factores abioticos (i.e. radiacion, agua, nutrientes) sino también por los factores bioticos
(i.e. plagas y enfermedades) y el manejo del cultivo (i.e. fechas de siembra, densidades,
aplicacion de fungicidas, desecantes). La caida del porcentaje de dormicion,
documentada por Bodrone et al. (2017), debido a un atraso en la fecha de siembra,
podria estar asociada, no solo a una menor oferta de los recursos (i.e. temperatura y
radiacion) del ambiente, sino también a los efectos del ambiente sobre la duracion el
area foliar en post-antesis. En este sentido, de la Vega y Hall (2002) demostraron que un

atraso en la fecha de siembra en girasol reduce la duracién del area foliar en post-antesis
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y como consecuencia de ello la cantidad de radiacion interceptada acumulada durante
esta etapa. En los experimentos, de la Vega y Hall (2002) la radiacion interceptada
acumulada durante esta etapa en las fechas de siembra tardias disminuy6 un 40% en
comparacion con las fechas de siembra tempranas debido a una caida en la radiacion

incidente (aprox. un 16%) y a una menor duracion del area foliar en post-antesis.

La dindmica similar de la salida de la dormicion de los tratamientos de sombreo
realizados en diferentes etapas de desarrollo y crecimiento del pericarpio de ambos
experimentos (Figura 2.7) mostrd que no existe un periodo de mayor sensibilidad de la
dormicion al sombreo, al menos durante la ventana de tiempo evaluada en esta tesis (la
Unica excepcion fue el tratamiento de sombreo realizado durante la antesis del Expa,
Tabla 2.4). La escasa variacion de la temperatura media diaria y de la radiacion
incidente diaria entre los tratamientos de sombreo realizados en diferentes ventanas de
tiempo en ambos experimentos consolidd esta aseveracion (Figura 2.5). Durante la
ventana de tiempo en la que se realizaron los distintos tratamientos de sombreo, una
menor cantidad de radiacion incidente reduce en proporciones variables el nimero de
frutos llenos (Chimenti y Hall, 2001; Cantagallo et al., 2004; Lindstrom et al., 2006).
En este contexto, y teniendo en cuenta que la actividad de la fuente podria afectar la
dormicion (Figura 2.22 y Tabla 2.9), es probable que el sombreo haya afectado el
namero de frutos llenos en proporciones variables en los distintos tratamientos de
realizados en los Exp;-, de este capitulo; de forma tal que la relacion destino/fuente haya
sido similar entre los distintos tratamientos de sombreo y que como consecuencia de
ello no se hayan producido diferencias en la dormicion entre los tratamientos de
sombreo. En adicion a lo anterior, una mayor removilizacion de fotoasimilados
acumulados en el tallo y capitulo hacia el fruto (i.e. 20-27%; Hall et al., 1989) y 65%
(Adrianasolo et al., 2017) pudo también haber contribuido a este resultado. Notese que
el peso del grano fue similar en los distintos tratamientos de sombreo (Tabla 2.8).

La temperatura que explora el cultivo durante el desarrollo y crecimiento de los
frutos es un factor clave en la regulacion del nivel de dormicion (Fenner, 1991; Benech-
Arnold, 2004 y Allen et al., 2007). En el girasol, se sabe que una mayor temperatura
(31°C vs 24°C) durante el periodo de llenado de grano aumenta el nivel de dormicién de
sus frutos (Fonseca y Sanchez; 2000). El uso de las medias sombras, que se utilizaron

en los experimentos descriptos en este capitulo para imponer los tratamientos de
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sombreo, puede generar una reduccion de la temperatura a la que estan expuestas las
plantas debajo de estas estructuras (lzquierdo et al., 2009; Young et al., 2012; y Mayer,
2015) y como consecuencia de ello sobreestimar el efecto del sombreo sobre la salida de
la dormicion. Estas diferencias pueden ser ain mayores en los frutos de los capitulos de
girasol que permanecen en posicion vertical (Ploschuk y Hall 1995), como lo son los
capitulos del cultivar utilizado en los experimentos presentados en este capitulo. Sin
embargo, y a pesar de las diferencias de temperatura registradas en las cipselas de los
capitulos sombreados y los expuestos a la radiacion natural del Exps (i.e. = 4°C de 10 a
14 hs; Figura 2.20 y Tabla 2.7), la similar evolucion del PG de ambos tratamientos
(Figura 2.22) puso de manifiesto que el ambiente térmico de los frutos debajo de las
carpas en los experimentos en los que se sombrearon los cultivos en diferentes estados
de desarrollo y crecimiento del pericarpio (Expi-2) no habria afectado la respuesta a la
dormicion. Por otra parte, el descenso de la temperatura del canopeo debido al uso de
las medias sombras también puede afectar la fotosintesis del cultivo y ocasionar una
sobreestimacion de los efectos del sombreo sobre la dormicion de los frutos. Sin
embargo, y a pesar de que la temperatura fue mas baja (1-3°C) desde las 10 a las 14
horas en el canopeo de los tratamientos de sombreo (Tablas 2.2 y 2.6), la temperatura
media durante este rango horario en todos los tratamientos de sombreo, estuvo dentro
del rango térmico a la cual la fotosintesis de un canopeo de girasol es maxima (i.e. 25-
40°C; Hernandez y Orioli, 1994).

Los resultados presentados en este capitulo demostraron claramente que, una
merma en la cantidad de radiacion incidente durante el periodo de desarrollo y
crecimiento del pericarpio modificd la dinamica de salida de la dormicion de los frutos
debido a cambios en la dormicion impuesta por las cubiertas del fruto y, en mucha
menor medida debido a cambios en la dormicion embrionaria. La extensa duracion del
periodo de dormicion de los frutos (entre 180 y 90 dias para lograr un PGsg, Tabla 2.4),
el alto porcentaje de germinacion de los embriones a los 30 dias después de la cosecha
(Figuras 2.9 y 2.10 para el Exp; y Exp, respectivamente) y el hecho de que las
diferencias en la dinAmica de la salida de la dormicion entre el control y los tratamientos
de sombreo se hayan expresado cuando los frutos se incubaron a 25°C (Figura 2.7 a) y
no a 12°C (Figura 2.8) en el Exp; confirman esta aseveracion. Estos resultados son
consistentes con los hallados por Corbineau et al. (1988 & 1990), Benech-Arnold

(2004) y Bodrone et al. (2017). Coincidentemente, el aumento de la dormicién debido a
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las altas temperaturas durante el periodo de llenado del fruto en el cultivo de girasol se
asocid con un incremento de la dormicidn impuesta por las cubiertas seminales y un

remanente de dormicién embrionaria (Rodriguez et al., 2003 y Bodrone et al., 2017).

La realizacion y el estudio de los cortes histologicos del pericarpio de los frutos
a madurez de cosecha sugieren, que el espesor del pericarpio podria estar explicando, al
menos en parte, los cambios en la dormicidn impuesta por las cubiertas de los frutos
debido a una reduccion en la cantidad de radiacion incidente durante la formacion de
estas estructuras. Coincidentemente, el pericarpio de los frutos de los tratamientos de
sombreo realizados en diferentes ventanas de tiempo, fueron mas delgados y tuvieron
un PGsp menor que el control en ambos experimentos (Figuras 2.11 y 2.12). En adicién
a lo anterior, no se registraron diferencias en el PGsy ni tampoco en el espesor del
pericarpio entre los tratamientos de sombreo realizados en diferentes ventanas de
tiempo (Figura 2.7 a y b). En contraposicion, a lo descripto para el pericarpio, el efecto
de la radiacién incidente no afectd la estructura celular (i.e. ancho y largo) de la
membrana seminal (Figuras 2.13 y 2.14). Coincidentemente, en la bibliografia hay una
gran cantidad de trabajos que muestran la asociacion entre el espesor de las cubiertas
seminales y el nivel de dormicion (Brainard et al. 2005, Gallagher et al. 2013, Andrade
et al. 2015). Sin embargo, este tipo de asociaciones desconocen que los factores del
ambiente no solo modifican el espesor del pericarpio, sino también la deposicion de
ciertos compuestos quimicos [e.g. compuestos fendlicos: Dorne (1981), Roach y Wulf
(1987), Presotto et al. (2014) y Ceccato et al. (2015)]. Los cambios en la composicion
quimica de las paredes del pericarpio y de la membrana seminal podrian afectar la
funcionalidad de estas membranas (i.e. difusion del agua y/ del oxigeno), alterando asi

las condiciones internas del embrién (Hu et al., 2012 y Penfield y MacGregor, 2017).

La asociacion significativa y positiva entre el PGsy y el contenido endogeno de
ABA de los controles y tratamientos de sombreo de ambos experimentos (Figura 2.16)
sugiere que el contenido de ABA enddgeno estaria involucrado en las diferencias en
dormicion ocasionadas por efecto de la radiacion (Riveira Rubin et al., 2018). EIl hecho
de que el 48% de la variancia total no error del PGsp no es explicada por esta variable
sugiere que una diferente sensibilidad al ABA u otras hormonas (i.e. GAs y Etileno)
también podrian estar jugando un rol en el efecto que produjo el sombreo sobre el PGsy.

Sin embargo, los resultados obtenidos evidenciaron que la sensibilidad al ABA seria
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similar en los frutos provenientes de los distintos tratamientos de sombreo (Figura
2.17). Por otra parte, la ausencia de patrones significativos de variacion en la respuesta
germinativa entre tratamientos al agregado de inhibidores de la sintesis de las GAs y de
Etileno y dosis crecientes de ambas hormonas, mostré que estas dos hormonas tampoco
explicarian las diferencias en el PGsy de los distintos tratamientos de sombreo. En el
caso de la sensibilidad al ABA, y antes de descartar su posible rol en las diferencias en
el nivel de dormicion como resultado de los tratamientos de sombreo, es necesario
evaluarla no solo en cipselas, como se hizo en esta tesis, sino también en embriones. La
capacidad de respuesta al ABA del embrion aislado puede no reflejar su
comportamiento dentro de la cipsela intacta. Las cubiertas del fruto pueden afectar la
respuesta al ABA, en particular a bajas temperaturas de incubacion (Bodrone et al.,
2017). Un tercer aspecto del ABA que podria explicar la variancia residual de la
relacion entre el PGso/ABA enddgeno es la sintesis de ABA de novo durante la
incubacidn de los frutos. La sintesis de ABA de novo puede estar asociada en girasol al
mantenimiento de la dormicion de los frutos luego de la cosecha. La importancia de la
sintesis de ABA de novo fue descripta inicialmente en ejes embrionarios de girasol
provenientes de embriones inmaduros con altos niveles de dormicién, donde la
aplicacion al medio de Fluridone promovié la germinacion (Corbineau y Come, 1987;
Le Page-Degivry et al., 1990). En este mismo sentido, Bodrone et al. (2017)
aumentaron el porcentaje de germinacion de frutos de girasol con un alto nivel de
dormicion a cosecha mediante la aplicacion de un inhibidor de la sintesis de ABA
(Fluridone).
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3.1 INTRODUCCION

Recientemente, Bodrone et al. (2017) demostraron que la dormicion disminuye a
medida que la fecha de siembra de los cultivos de girasol se retrasa (fechas de
septiembre vs noviembre, en Pergamino). En el capitulo 2 de esta tesis se demostrd que
ademés de la temperatura (Bodrone et al.; 2017), la radiacion incidente afecta la
dormicion en frutos de girasol. Sin embargo, un retraso en la fecha de siembra no solo
reduce la cantidad de radiacion incidente y la temperatura durante el periodo de llenado

de grano, sino también, la duracion del dia.

El efecto del fotoperiodo sobre el nivel de dormicion se ha documentado en
numerosas especies espontaneas y cultivadas (Fenner, 1991; Gutterman, 2000;
Contreras et al., 2008). En algunas especies, los fotoperiodos cortos y bajas
temperaturas durante el desarrollo y crecimiento de los frutos disminuyen la dormicion
de las semillas (Fenner, 1991). Asi por ejemplo, en fechas de siembra tardias (bajas
temperaturas y fotoperiodos cortos) las semillas de Chenopodium quinoa presentan un
menor nivel de dormicion impuesto por las cubiertas y un aumento de la dormicion
embrionaria en comparacion con semillas cultivadas en fechas de siembra tempranas
(Ceccato et al., 2011). Si bien hasta el presente no hay informacién acerca del efecto del
fotoperiodo sobre la dormicion de los frutos de girasol, la informacion disponible en
esta especie, para otros factores del ambiente, sugiere que los cambios en el nivel de
dormicion debido al fotoperiodo podrian también estar asociados con un cambio en la
dormicion impuesta por las cubiertas. La temperatura (i.e. altas temperaturas, Bodrone
et al., 2017) y la cantidad de radiacion incidente (i.e. bajos niveles de radiacion, Figura
2.7, Capitulo 2 de esta tesis) durante el periodo de desarrollo y crecimiento del
pericarpio afectan el nivel de dormicién de los frutos de girasol debido, principalmente,
a cambios en la dormicion impuesta por las cubiertas del fruto. Si bien existen
excepciones, los dias largos en numerosas especies promueven cubiertas mas gruesas y
duras, que aumentan el nivel de dormicién (Gutterman, 1973; Gutterman, 1974; Heide
et al., 1976; Kigel et al., 1979). En este sentido, los experimentos descriptos en el
capitulo 2 de esta tesis mostraron que una caida de la radiacion incidente durante el
periodo desarrollo y crecimiento del pericarpio en el girasol disminuye el espesor del
pericarpio y el nimero de dias necesarios para alcanzar el PGso. De confirmarse que el
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fotoperiodo afecta la dormicidén impuesta por las cubiertas ésta podria estar asociada

también, con cambios en el espesor de las cubiertas seminales.

El ABA es quizas la principal hormona en las respuestas de las plantas al estrés
abidtico y ademéas aumenta durante la maduracion de la semilla (He et al., 2014). El
ABA es un regulador positivo tanto de la induccion como del mantenimiento de la
dormicion (Bewley, 1997; Benech-Arnold, 2004). Contreras et al. (2008) demostraron
que las semillas de Lactuca sativa L. provenientes de cultivos que crecieron bajo
fotoperiodos cortos (8 horas) presentaban un menor nivel de dormicién a madurez en
comparacion a las provenientes de fotoperiodos largos (16 horas) debido a un menor
contenido de ABA enddgeno y a una menor sensibilidad al ABA. En el cultivo de
girasol, la evidencia disponible indica que la asociacion entre el ABA vy el nivel de
dormicién varia de acuerdo al factor del ambiente considerado. EI mayor nivel de
dormicion, debido a las altas temperaturas durante el periodo de llenado de grano, se
asocié con un aumento en la sensibilidad al ABA (Bodrone et al.,, 2017). En
contraposicion, no se encontrd una asociacién similar cuando los cambios en el nivel de
dormicion se produjeron debido a una menor cantidad de radiacion incidente durante el
crecimiento y desarrollo del pericarpio (Figura 2.16 b, Capitulo 2). En este contexto, es
relevante evaluar si el efecto del fotoperiodo sobre el nivel de dormicion de los frutos de
girasol esta asociado con cambios en el contenido enddgeno de ABA a cosecha y/o con

cambios en la sensibilidad de esta hormona.

En base a lo expuesto precedentemente los objetivos planteados en este capitulo
fueron: i) estudiar el efecto del fotoperiodo durante el periodo de llenado de los frutos
de girasol sobre su patrdn de salida de la dormicién luego de la cosecha, ii) evaluar en
queé medida los efectos sobre el nivel de dormicion observados en i) se encuentran
determinados por cambios en la dormicion impuesta por las cubiertas y/o por cambios
en la dormicién embrionaria; iii) establecer en qué medida los efectos del fotoperiodo
sobre el nivel de dormicion estan mediados por cambios: a) en la morfologia de las
cubiertas seminales (pericarpio y membrana seminal) y/o b) en el contenido de ABA

enddgeno a cosecha y/o en la sensibilidad a esta hormona.

3.2 MATERIALES Y METODOS
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3.2.1 Sitio y condiciones de crecimiento
Se realizaron dos experimentos durante las campafas 2010-11 (Expl), 2011-12

(Exp2) en el campo experimental de la Facultad de Agronomia Universidad de Buenos
Aires (34° 35°S 58° 29°0) para determinar el efecto del fotoperiodo sobre la dormicion
en frutos de girasol. Se utilizd la misma linea parental endocriada de girasol (Helianthus
annuus L.) que en los experimentos descriptos en el Capitulo 2. El suelo fue franco
arcillo limoso (Argiudol vértico, Taxonomia de suelos USA). Ambos experimentos se
sembraron en el mes de enero para obtener una diferencia de aprox. de 2 horas en la
duracién del dia entre el fotoperiodo natural y el fotoperiodo extendido artificialmente
durante el periodo de llenado de granos. Los experimentos se condujeron sin
limitaciones hidricas y nutricionales. La siembra se realiz6 en forma manual a chorrillo.
La densidad final (i.e. 5.1 pl.m™) se logré mediante la realizacién de dos raleos (i.e. en
post-emergencia y con el primer par de hojas expandidas). Se controlaron las malezas
en forma manual y se realizaron aplicaciones periddicas de insecticidas y fungicidas
para mantener las plantas libres de adversidades bidticas. En botén floral (R3, el
entrenudo por debajo del botdn reproductivo continda elongandose llevando la
inflorescencia a mas de 2 cm por encima de las hojas, segin la escala de Schneiter y
Miller, 1981) se cubrieron los capitulos con bolsas de polipropileno blancas para
facilitar la autopolinizacién y evitar los dafios ocasionados por pajaros y/o cotorras

durante el desarrollo y crecimiento de los frutos.

3.2.2 Disefio experimental y tratamientos
Se utilizd un disefio completamente aleatorizado con 3 (Expl) y 4 (Exp2)

repeticiones. Los tratamientos de ambos experimentos fueron: i) 12 hs (i.e. fotoperiodo
natural, control) y ii) 14 hs (i.e. fotoperiodo extendido, Figura 3.1) durante todo el
periodo de llenado de grano (i.e. desde fin de antesis hasta madurez fisioldgica). Las
dimensiones de cada parcela fueron de 4 m? (3 surcos de 2 m de longitud distanciados a
0.70 m entre surcos). Entre las parcelas se dejaron 3 surcos (aprox. 2 m de distancia) de
bordura, de forma tal de evitar interferencias entre los tratamientos de duracion del dia
impuestos en parcelas linderas. La duracion del dia se extendié mediante el uso de tubos
fluorescentes de baja intensidad y lamparas incandescentes que se ensamblaron sobre
una estructura de metal rectangular de 2 m de alto, ancho y largo. La calidad y la
cantidad de luz que emiten las lamparas incandescentes y los tubos fluorescentes se

midieron al atardecer con un sensor Skye SKR 110 660/730 (Skye Instruments Ltd,
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Landrindod Wells, Powys, UK) y con un sensor cuantico linear de 1 m (Li-COR LI
191S, LI-Cor) respectivamente. Para el encendido y apagado de las luces se utilizaron
temporizadores automaticos, cuya programacion se actualizd semanalmente para

mantener las diferencias en la duracion del dia entre ambos tratamientos.

Figura 3.1: Vista aérea de los experimentos de extension del fotoperiodo durante la aplicacién de los
tratamientos.

3.2.3 Mediciones, observaciones y célculos
3.2.3.1 Condiciones ambientales

Se registraron los valores de temperatura maxima y minima diaria y de la
radiacion incidente diaria durante el ciclo del cultivo mediante una estacion
meteoroldgica situada a 600 m del campo experimental (SMN, Estacién Meteoroldgica
EMA Ortlzar).

3.2.3.2 Fenologia

Se registrd la fecha de ocurrencia de los siguientes estados fenoldgicos:
emergencia, primera antesis [PA, inicio de antesis, estadio R5.1 segln la escala de
Schneiter y Miller (1981)], fin de antesis [FA, la antesis esta completa y las flores
liguladas perdieron turgencia, R6 segun la escala de Schneiter y Miller (1981)],
madurez fisiologica (MF, estimada como el momento en que el peso de grano registra
variaciones menores al 5%, ver metodologia en la apartado 2.2.3.2 de Materiales y
Métodos del Capitulo 2) y madurez de cosecha (i.e. cuando el porcentaje de humedad de

los frutos fue cercano al 12%).

3.2.3.3 Cosecha, acondicionamiento y almacenamiento de los frutos
Los capitulos se cosecharon cuando el porcentaje de humedad de los frutos fue

igual o menor al 12%, se trillaron y mediante el uso de un tamiz de tajo se eliminaron
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los frutos que tenian un tamafio menor a 2.75 mm. Luego los frutos de cada tratamiento
y repeticion se almacenaron en una bolsa de red y se secaron mediante el uso de una
secadora experimental de aire forzado con control de temperatura a 36°C, hasta que el
porcentaje de humedad de los frutos fue cercano al 6%; segun el protocolo de manejo de
post-cosecha utilizado en la produccion de semilla comercial. Finalmente, los frutos se
almacenaron en camara a 12°C en bolsas de papel.

3.2.3.4 Morfologia de las cubiertas seminales

La morfologia del pericarpio y de la membrana seminal se evalu6 en los dos
tratamientos de duracidn del dia (i.e. 12 hs y 14 hs) de ambos experimentos. Para ello se
eligieron al azar cuatro frutos a cosecha de cada tratamiento y repeticion. Los
preparados histologicos del pericarpio y de la membrana seminal se realizaron
siguiendo la metodologia de inclusion en parafina de Johansen (1940, ver descripcion
de la metodologia en apartado 2.2.3.5 de Materiales y Métodos del Capitulo 2).
Finalmente, se tomd una fotografia representativa con una escala de 10 y de 100X para
evaluar el pericarpio y la membrana seminal respectivamente, con una camara AxioCam
HRc anexada a un microscopio Optico marca Zeiss Axioplan (Alemania). Las
fotografias se analizaron mediante el uso del software Zeiss AxioCam ERc 5s (Jena,
Alemania). En cada fotografia se realizaron cuatro mediciones del espesor de pericarpio
(capa oscura + capa media) y el nimero de estratos de la capa media. Mientras que, en

el caso de la membrana seminal se midio el tamafio (i.e. alto y ancho) de 10 células.

3.2.3.5 Control hormonal de la dormicién: Contenido de ABA enddgeno a cosecha
El contenido de ABA enddgeno se evalud en los dos experimentos de extensién

del fotoperiodo (i.e. 12 hs y 14 hs). El contenido de ABA se midi6 mediante
radioinmunoensayo (Steinbach et al., 1995). Un grupo de los frutos acondicionados a
cosecha de cada tratamiento y repeticion (ver apartado 3.2.3.3) fueron congelados en
nitrégeno liquido durante 30 segundos y almacenados en un freezer a -80°C hasta su
medicion. Para ello, se extrajeron 25 semillas de cada tratamiento y repeticion se
liofilizaron, molieron, pesaron y finalmente se agrego6 agua (24 ul 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).

3.2.3.6 Control hormonal de la dormicién: Sensibilidad al ABA
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La sensibilidad al ABA se evalud por Unica vez a los 30 dias despues de la
cosecha, en los dos tratamientos (i.e. 12 hs y 14 hs) de ambos experimentos. Los medios
de incubacion utilizados consistieron en las siguientes soluciones de hormonas puras y/o
combinadas: i) Agua destilada; ii) Agua destilada + Fluridone 100 pM; iii) Agua
destilada + Fluridone 100 uM + ABA 10 uM; y iv) Agua destilada + Fluridone 100 uM
+ ABA 100 pM.

3.2.4 Experimentos de germinacion
Para evaluar la evolucién del porcentaje de germinacion durante la pos-cosecha

se realizaron test de germinacion de las cipselas cada 20 dias a partir del momento de
cosecha y hasta que la proporcion de frutos que germinaban fue igual o superior al 85%
(segun las reglas de ensayos de semillas de ISTA, Resolucion 2270/93 del INASE -
SAGPyA). Para evaluar el efecto de las cubiertas seminales sobre la imposicion de la
dormicion se realizaron test de germinacion con el fruto completo (i.e. cipsela) y con la
semilla (i.e. cipsela sin pericarpio). El pericarpio se removié mediante un corte en la

region micropilar con un bisturi.

Las pruebas de germinacion se realizaron sobre cajas de Petri plasticas de 90
mm de diametro. En cada una, sobre dos capas de papel de filtro a las cuales se le
adicion6 4 ml de agua destilada o de soluciones de hormonas puras y/o combinadas,
segun lo descripto precedentemente. Luego se dispusieron 25 cipselas o semillas
elegidas al azar del grupo de frutos de cada tratamiento y repeticion. Posteriormente, se
sellaron con film adherente para evitar pérdidas de agua por evaporacion. Por ultimo,
las cajas se colocaron en cadmaras de germinacion (con una variacion de temperatura de
+ 1°C) en oscuridad por un lapso de 15 dias. En el Exp1, se utilizaron dos temperaturas
de incubacién (i.e. 12 y 25°C; Corbineau et al., 1988; Corbineau et al., 1990; Benech-
Arnold, 2004 y Ceccato et al., 2011). Mientras que en el Exp2 se incubaron Unicamente
a 25°C. Dia por medio, por un lapso de 15 dias se realizaron recuentos de germinacion,
se retiraron las cipselas y/o semillas que germinaron y se registro el porcentaje de
germinacion (PG) final. Se consideré que una cipsela habia germinado cuando se
observo la protrusion de la radicula, mientras que en el caso de las semillas se considerd

que habian germinado cuando la radicula se hizo visible (i.e. =3 mm).

3.2.5 Andlisis estadistico
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Se realizaron andlisis de variancia para todos los atributos medidos y estimados
en este capitulo mediante el uso del paquete estadistico Infostat (InfoStat version libre
2009, Di Rienzo et al., 2012). Antes de realizar los analisis de variancia se cheque0 que
los datos cumplieran con los supuestos (homogeneidad de la varianza, observaciones
independientes, distribucion normal) de este anélisis estadistico. En los casos en que, los
datos no los cumplieron se utilizé la transformacién arcoseno (Little y Hills, 1975). Una
vez realizada la transformacion de los datos se hicieron nuevamente los test para
determinar si los datos transformados cumplian con estos supuestos. Los valores de las
variables en las figuras y tablas corresponden a los porcentajes previos a la

transformacion.

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Caracterizacion del ambiente durante el ciclo de cultivo
La Tabla 3.1 sintetiza el patron estacional que mostraron las variables

ambientales en los Expl-2. La duracion de las etapas S-An y An-MF fue similar entre
ambos experimentos (i.e. 73 dias para S-An para ambos experimentos y 34 y 35 dias
para An-MF para el Expl-2 respectivamente) debido a que la temperatura méaxima y
minima media en ambas etapas de desarrollo fue similar en ambos experimentos. En
contraposicion, la radiacion incidente durante el periodo de llenado de grano registro
una caida de la radiaciéon del 30% comparada con la etapa de S-An en ambos

experimentos.

Tabla 3.1: Datos meteoroldgicos promedio y duracion de las fases de Siembra-Antesis (S-An) y Antesis-
Madurez Fisiologica (An-MF) de los dos experimentos de extension del fotoperiodo. Fotoperiodo
(Fotop., hs), temperatura maxima media (Tmax.,°C), temperatura minima media (Tmin., °C) y radiacion
incidente diaria (RI., MJ m?d™). Datos de la Estacion Meteorolégica EMA Ortlizar ubicada a 600 metros
de los experimentos.
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Experimento Fases de desarrollo Fotop. Tméax Tmin RI
P del cultivo (hs) (°C) (°C) (MJ mid)
Expl
Fecha de siembra S-An
(25 de enero) (73 dias) 136+07 281+32 185+3.6 18.8+5.1
An _,MF 11.8+03 221+32 123+35 11.8+35
(34 dias)
Exp2
Fecha de siembra S-An
(06 de febrero) (73 dias) 132+07 275+33 17.2+37 16.7+4.7
An ',MF 115403 202+37 11.7+3.6 96+4.1
(35 dias)

3.3.2 Caracterizacion del ambiente luminico durante el periodo de extension del
fotoperiodo

Las lamparas incandescentes y los tubos fluorescentes que se utilizaron para
prolongar la duracién del dia no modificaron la calidad de la luz, ni tampoco la cantidad
de radiacién incidente que recibieron las plantas del tratamiento de extension del
fotoperiodo en comparacidn con sus respectivos controles. La relacion R/RL fue de 1.1,
valor similar a la radiacion solar. Mientras que, el flujo de fotones de las lamparas fue
extremadamente bajo (4 pmol m™ s™), inferior al punto de compensacién luminica de la

fotosintesis en esta especie (Hernandez y Orioli, 1994).

3.3.3 Dindmica del crecimiento y peso a madurez fisiologica del grano

La duracién del fotoperiodo durante el periodo de crecimiento de los frutos no
afecto el peso del grano en ambos experimentos. La duracion del periodo de llenado de
grano como asi también la tasa de llenado fue similar entre ambos tratamientos de

fotoperiodo, en ambos experimentos (Tabla 3.2).

Tabla 3.2: Peso final y sus determinantes (i.e. tasa y duracion del periodo de llenado de grano) del control
(12 hs) y del tratamiento de extension del fotoperiodo (14 hs) del Exp1 y 2. Coeficiente de regresion (R?)
de la funcion de ajuste del peso de grano en funcién de los dias después de antesis del control y del
tratamiento de extension del fotoperiodo. Medias * un error estandar seguidas con la misma letra indican
que no hay diferencias significativas (p<0.05, n=6) entre tratamientos para cada experimento.
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Peso final Tasa de Duracion del
Experimento Tratamiento del grano llenado  periodo de llenado R?
(mg) (mg dia™) (dias)
Expl
12 hs 436x21a 11+£0.1a 343+17a 0.94
14 hs 428+19a 10zx0.1a 339+24a 0.94
Exp2

12 hs 429+24a 12+01a 346+13a 0.93
14 hs 386+34a 09+02a 341+32a 0.66

3.3.4 Nivel de dormicion de los frutos a cosecha y salida de la dormicion
Los efectos de la duracion del dia durante el periodo de llenado sobre la

dormicion fueron poco notorios, e incluso, no hubo consistencia entre los resultados
obtenidos en ambos experimentos. A los 34 dias después de la cosecha en el Expl las
cipselas incubadas a 12°C del tratamiento de 14 hs (fotoperiodo extendido) presentaron
un PG significativamente mayor que el PG de los cipselas del control (p<0.05, Figura
3.2 a). Cuando las cipselas se incubaron a 25°C, el PG del control y del tratamiento de
14 hs fue del 90%, sin diferencias significativas entre tratamientos (Figura 3.2 b). El
hecho de que las diferencias en el PG entre ambos tratamientos se hayan expresado solo
a bajas temperatura de incubacién (i.e. 12°C) sugiere que el fotoperiodo afecté la
dormicion embrionaria. Estas diferencias desparecieron a los 79 dias desde la cosecha;
las cipselas incubadas a 12°C de ambos tratamientos de fotoperiodo presentaron un PG
cercano al 90% (Figura 3.2 a).

En contraposicion, la incubacion a 25°C de semillas y cipselas a los 23 dias
después de la cosecha del Exp2 mostro que la duracion del dia no afecto la dormicién
embrionaria ni tampoco la impuesta por las cubiertas del grano. No se registraron
diferencias significativas entre el PG de las cipselas (barras negras, Figura 3.3 a) y de
las semillas (barras vacias, Figura 3.3 a) de ambos tratamientos de fotoperiodo. Sin
embargo, el contraste entre el PG de las semillas y cipselas a los 23 dias despues de la
cosecha de cada tratamiento de fotoperiodo del Exp2 mostré que la duracion del dia
afectd la proporcion de la dormicidn explicada por el embrion y las cubiertas (Figura
3.3 a). La ausencia de diferencias significativas entre el PG de las semillas y de las
cipselas provenientes del control (barras negras vs barras blancas del tratamiento de 12

horas; Figura 3.3 a) mostrO que bajo fotoperiodos cortos la dormicidn seria
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exclusivamente de origen embrionario. Mientras que, en el caso de frutos que se
desarrollaron y crecieron bajo fotoperiodos largos (14 horas) coexistieron ambos tipos
de dormicion. A pesar de lo anteriormente expuesto y en forma similar a lo que sucedio
en el Expl, el PG de las semillas y de las cipselas a los 53 dias después de la cosecha de
ambos tratamientos fue superior al 85%, observandose solo leves diferencias entre
tratamientos (Figura 3.3 b).
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Figura 3.2: Porcentaje de germinacion de cipselas incubadas a 12°C (Figura a) y 25°C (Figura b) del
control (12 hs, barras negras) y del tratamiento de extensién del fotoperiodo (14 hs, barras rayadas)
durante el periodo de llenado del grano a los 34 y 79 dias después de la cosecha del Expl. El porcentaje
de germinacion de las cipselas se evaluo hasta que alcanzd un valor >85%. Las lineas verticales sobre los
simbolos indican = un error estandar de la media. Letras diferentes indican diferencias significativas
(p<0.05) entre los tratamientos y dias después de la cosecha para cada temperatura de incubacion.
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Figura 3.3: Porcentaje de germinacion de cipselas (barras negras) y semillas (barras blancas) del control
(12 hs.) y del tratamiento de extension del fotoperiodo (14 hs) durante el periodo de llenado de grano a
los 23 (Figura a) y 53 (Figura b) dias después de la cosecha incubados a 25°C del Exp2. El porcentaje de
germinacidn de las cipselas se evalu6 hasta que alcanzé un valor >85%. Las lineas verticales indican + un
error estandar de la media. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) entre tratamientos
y estructura seminal (i.e. cipsela y semilla) para cada momento de evaluacion.

3.3.5 Morfologia de las cubiertas seminales y su asociacion con la dormicion
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La evaluacién de las caracteristicas morfoldgicas del pericarpio (i.e. espesor y nimero
de estratos de la capa media) y de la membrana seminal (i.e. ancho y largo de las células
que la componen) en ambos experimentos demostré que los cambios en la duracion del
dia durante el periodo de llenado de grano afectaron las caracteristicas morfoldgicas del
pericarpio (i.e. espesor y del nimero de estratos de la capa media; Figura 3.4) de los
frutos a cosecha, pero no la membrana seminal (Figura 3.6). En ambos experimentos, el
espesor de la capa media del pericarpio del tratamiento de 14 hs (fotoperiodo extendido)
fue significativamente menor que la capa media de los frutos que se desarrollaron y
crecieron bajo fotoperiodo natural (12 hs) durante el periodo de llenado (p< 0.05,
Figuras 3.5 a y b). Los cambios en el espesor de la capa media pueden ser atribuidos a
una reduccion en el numero estratos que constituyen esta capa y/o a un menor tamafo
de las células. No se produjeron cambios en el nimero de estratos de la capa media de
ambos tratamientos en el Expl (p>0.05, Figura 3.5 ¢). En contraposicion, el nimero de
estratos de la capa media de las cipselas que crecieron con fotoperiodos largos en el
Exp2 tuvieron menos estratos que la capa media de las cipselas que crecieron con
fotoperiodos cortos (p< 0.05; Figura 3.5 d). En forma similar a lo que sucedié con la
radiacion, el fotoperiodo no afectdé la membrana seminal (Figuras 3.6 y 3.7). No se
detectaron diferencias significativas en el ancho y largo de células de esta membrana

(p>0.05) entre ambos tratamientos en ambos Exp1-2 (Figura 3.7).
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Figura 3.4: Cortes transversales de pericarpios de cipselas de girasol cultivados bajo un fotoperiodo
natural (control: 12 hs; a y c) y del tratamiento de fotoperiodo extendido (14 hs; b y d) durante el periodo
de llenado del grano del Expl (ay b) y del Exp2 (c y d). Referencia: capa negra, CN; capa media, CM; y
capa interna comprimida, CIC. La barra de escala para todas las imagenes fue de 50pm.
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Figura 3.5: Espesor del pericarpio (a 'y b) y nimero de estratos de la capa media (c y d) provenientes de
cipselas del control (fotoperiodo natural: 12 hs) y del tratamiento de fotoperiodo extendido (14 hs)
durante el periodo de llenado del grano del Expl (ay c) y del Exp2 (b y d). Las lineas verticales sobre las
barras indican + un error estdndar de la media. Letras diferentes indican diferencias significativas
(p<0.05) entre tratamientos para cada experimento.

Figura 3.6: Cortes transversales de membrana seminal de cipselas de girasol del control (fotoperiodo
natural: 12 hs; a y c) y del tratamiento de fotoperiodo extendido (14 hs; b y d) durante el periodo de
llenado del grano del Expl (ay b) y del Exp2 (c y d). Referencias: cuticula gruesa (flecha), pared celular
(pc) y citoplasma (ct). La barra de escala para todas las imagenes fue de Spum.
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Figura 3.7: Largo (a y b) y el Ancho (c y d) de las células que componen la membrana seminal de
cipselas provenientes del control (fotoperiodo natural; 12 hs) y del tratamiento de fotoperiodo extendido
(14 hs) durante el periodo de llenado del grano del Expl (ay c) y del Exp2 (b y d). Las lineas verticales
sobre las barras indican = un error estandar de la media. Las lineas verticales sobre las barras indican + un
error estandar de la media. Letras similares sobre las barras indican que no hay diferencias significativas
(p<0.05) entre tratamientos para cada experimento.

3.3.6 Control hormonal de la dormicién
3.3.6.1 Contenido de ABA enddgeno a cosecha
La medicién del contenido de ABA enddgeno en el control (fotoperiodo natural,

12 hs) y en el tratamiento de fotoperiodo extendido (14 hs) durante el periodo de
llenado y la posterior realizacion de un analisis de variancia demostré que la duracién
del dia afect6 el contenido de ABA enddgeno. El contenido de ABA enddgeno de las
semillas que crecieron bajo fotoperiodos cortos fue significativamente mayor que el
registrado en las semillas que crecieron bajo fotoperiodos largos en ambos experimentos
(Figura 3.8). Notese que el contenido de ABA enddgeno promedio de ambos

tratamientos fue similar entre experimentos.
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Figura 3.8: Contenido endégeno de ABA de semillas de girasol a cosecha provenientes del control
(fotoperiodo natural; 12 hs) y del tratamiento de fotoperiodo extendido (14 hs) durante el periodo de
llenado del grano del Expl (Figura a) y del Exp2 (Figura b). Las lineas verticales sobre las barras indican
+ un error estandar de la media. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05).

3.3.6.2 Sensibilidad al ABA

La evaluacion de la sensibilidad al ABA en cipselas que provenian del control
(fotoperiodo natural) y del tratamiento de extension del fotoperiodo durante el periodo
de llenado de grano no evidenci6 un efecto del fotoperiodo sobre este caracter. El PG de
las cipselas provenientes de ambos tratamientos de duracion del dia incubados en
diferentes medios con cantidades crecientes de ABA fue similar al PG de las cipselas

incubadas con Fluridone en ambos experimentos (Figura 3.9).
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Figura 3.9: Porcentaje de germinacién de cipselas de girasol a cosecha provenientes de un fotoperiodo
natural (control: 12 hs; barras negras) y del tratamiento de fotoperiodo extendido (14 hs; barras blancas)
del Expl () y Exp2 (b) incubados a 25°C en diferentes medio de incubacién: en Agua, Fluridone 100uM,
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Fluridone 100uM + ABA 10uM (FI+ABA10), Fluridone 100uM + ABA 50uM (FI+ABAS50), Fluridone
100uM + ABA 100uM (FI+ABA100). Las lineas verticales sobre las barras indican + un error estandar de
la media. Letras similares sobre las barras indican que no hay diferencias significativas (p<0.05) entre
tratamientos y medio de incubacién.

3.4 DISCUSION

El andlisis conjunto de los resultados de los dos experimentos de extension del
fotoperiodo durante el periodo de llenado de grano puso en evidencia que la duracion
del dia no afectd de manera significativa el nivel de dormicion de los frutos de girasol.
El similar PG de las cipselas del Expl (Figura 3.2 b) y Exp2 (ver barras negras, Figura
3.3) incubadas a 25°C y de las semillas del Exp2 (barras blancas Figura 3.3) de ambos
regimenes fotoperiddicos confirman esta aseveracion. La unica excepcion a esto fueron
las diferencias detectadas en el PG de las cipselas entre ambos tratamientos de duracion
del fotoperiodo del Expl, cuando se incubaron a 12°C (Figura 3.3). La no variacion del
nivel dormicion en repuesta a la duracion del dia pudo haber tenido su origen en dos
causas de distinto orden: i) el cultivar utilizado en estos experimentos posee una
respuesta neutra al fotoperiodo, es decir el TT de la fase emergencia-floracion (E-FI) fue
de 1445°Cd (Th de 4°C) tanto para la FS normal (Fpe.n: 15.4hs, experimentos del
Capitulo 2) como para la FS tardia (Fper: 13.3hs, tratamiento 12 hs de los
experimentos del Capitulo 3). Existen indicios que muestran que los genes involucrados
en el control de la floracion (i.e. LOCUS T FLOWERING, LOCUS T FLOWERING,
entre otros) afectan la dormicién de semillas de Arabidopis (Penfield y MacGregor,
2017). Sin embargo, este acoplamiento entre los genes de fotoperiodo y el metabolismo
de las cubiertas de las semillas (i.e. cambios en la funcionalidad de las cubiertas
seminales debido a sus propiedades fisicas y quimicas) que alteran la expresion de la
dormicion de las mismas no es una condicion excluyente para que el fotoperiodo afecte
la dormicion. Asi, por ejemplo y a pesar de que las plantas de pepino fueron insensibles
al fotoperiodo para los dias a floracion, la dormicién fue promovida por dias largos
durante el crecimiento de los frutos (Gutterman, 1978; Penfield y MacGregor; 2017); y
i) los tratamientos de fotoperiodo se impusieron una vez que finalizé la antesis (i.e. al
comienzo del periodo de llenado efectivo del grano) momento en el cual ya cesé el
crecimiento del pericarpio. En este sentido, Imaizumi et al., (2017) sugieren que el

régimen fotoperiddico que experimentan las plantas no sélo en la fase reproductiva sino
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también en la fase pre-reproductiva parecen influir en el comportamiento de la

germinacion de Arabidopsis thaliana.

A pesar de que el fotoperiodo no afectd el PG de las semillas y de las cipselas, el
porcentaje de la dormicién explicada por el embrién y por las cubiertas del fruto fue
diferente segun la condicion fotoperiddica a la que estuvieron expuestas las cipselas. La
dormicion embrionaria explico la dormicién de las cipselas expuestas a fotoperiodos
cortos (i.e. barra negra vs barra blanca en el tratamiento de 12 horas; Figura 3.3 a). En
contraposicion, la dormicién impuesta por las cubiertas y la dormicién embrionaria
explicaron en proporciones aproximadamente similares la dormicion de las cipselas que
crecieron bajo fotoperiodos largos (i.e. barra negra vs barra blanca del tratamiento de 14
horas; Figura 3.3 a). Si bien la dormicion impuesta por las cubiertas del fruto se pierde
mas lentamente durante la post-cosecha que la dormicién embrionaria (Benech-Arnold,
2004), no se registraron diferencias en la salida de la dormicion de los frutos que
crecieron en ambos regimenes fotoperiodicos (a los 54 dias después de la cosecha el PG
de las cipselas fue superior al 80%; Figura 3.2 b). Coincidentemente, Ceccato et al.
(2011) mostraron que las semillas de Chenopodium quinoa que crecieron con
fotoperiodos cortos y bajas temperaturas presentaron también una menor dormicion
impuesta por las cubiertas y un aumento de la dormicién embrionaria en comparacion
con semillas cultivadas bajo fotoperiodos largos y altas temperaturas. Sin embargo, y a
diferencia de los resultados presentados en este capitulo para el girasol, la salida de la
dormicion de las semillas Chenopodium quinoa que crecieron bajo fotoperiodos cortos

fue mas rapida que la de las semillas que se desarrollaron bajo fotoperiodos largos.

La realizacion y el estudio de los cortes histoldgicos de las cubiertas de los
frutos puso en evidencia que la extension del fotoperiodo durante la etapa de llenado del
grano afecto el espesor de las cubiertas de los frutos (Figura 3.5 a y b). Sin embargo, la
variacion del espesor de la pared del pericarpio no se correlaciond con el nivel de
dormicion. A pesar de que la importancia relativa de ambos tipos de dormicion (i.e.
dormicion embrionaria e impuesta por las cubiertas del fruto) vario con el régimen
fotoperiddico, no se detectaron diferencias en el PG de los frutos (Figura 3.3 a). Estos
resultados sugieren que los cambios en el grosor de las cubiertas, en el rango de
condiciones ambientales exploradas en los experimentos presentados en este capitulo,

no afectaron el nivel de dormicién de los frutos cultivados en un diferente régimen
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fotoperiodico; aportando evidencias de que el grosor del pericarpio per se no afectaria el
nivel de dormicion de los frutos. Una mayor deposicion de polifenoles y/u otro tipo de
alteraciones que pueden producirse en la membrana seminal o en las cubiertas del
pericarpio podrian afectar la dormicién de los frutos de girasol (Leon-Kloosterziel et al.,
1994; MacGregor et al., 2015; Penfield y MacGregor; 2017).

El hecho de que el agregado de ABA exdgeno al medio de incubacién no
produjo, en todo el rango de concentraciones explorado, una disminucion diferencial de
los niveles de dormicion de los frutos provenientes de ambos tratamientos de
fotoperiodo sugiere que la sensibilidad al ABA no estaria relacionada en forma directa
en la regulacién de la salida de la dormicion. Debido a que la sensibilidad al ABA se
midié Unicamente en cipselas, deberia considerarse para investigaciones futuras la
medicién de esta variable en semillas a fin de descartar cualquier interferencia que
generen las cubiertas del fruto al acceso del ABA al embrién. Por otro lado, los efectos
del fotoperiodo sobre el contenido de ABA enddgeno (Figura 3.8) podrian explicar las
diferencias en el nivel de dormicién de los frutos que se registraron entre los
tratamientos de fotoperiodo (Figuras 3.2 a 'y 3.3 b). Los tratamientos de fotoperiodo
cortos coincidieron en presentar un mayor contenido endégeno de ABA y menor PG de
sus frutos, aunque existieron diferencias en la temperatura de incubacion segun el
experimento. Los mayores contenidos de ABA en el Exp2, podrian explicar las
diferencias observadas en el PG de los frutos incubados a 25°C (Figura 3.3 b). No se
encontr6 en la bibliografia consultada referencias sobre este tema; en la mayoria de los
trabajos examinados se encontraron referencias del efecto del fotoperiodo sobre la

dormicion a través de su efecto sobre las cubiertas seminales (Fenner, 1991).
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4.1 ANALISIS CONJUNTO DE LOS RESULTADOS DE LOS EXPERIMENTOS
DE RADIACION Y DE FOTOPERIODO

Bodrone et al. (2017) demostraron que la dormicion disminuye a medida que la
fecha de siembra de los cultivos de girasol se retrasa. Cambios en la temperatura
méaxima media diaria durante el periodo de Ilenado de grano explicaron parcialmente los
efectos sobre el nivel de dormicién de las fechas de siembra tardias (Bodrone et al.,
2017). Adicionalmente, en los Capitulos 2 y 3 de esta tesis se demostrd que la radiacion
incidente y no el fotoperiodo, podria ser el otro factor que explique al menos una parte
de la variacion en el nivel de dormicion de los frutos debido a un retraso en la fecha de

siembra.

Existe una gran cantidad de informacion en la bibliografia que muestra la
asociacion entre el espesor del pericarpio y el nivel de dormicion de los frutos en
especies espontaneas y cultivadas. En el Capitulo 2 de esta tesis se mostré que hay una
cierta correlacion entre ambas variables (Figura. 2.12 a y b vs. PGsg en Tabla 2.4). En
este mismo sentido, Vigliocco et al. (2017) demostrd la existencia de cierta asociacion
entre el nivel de dormicién y el grosor de la cubierta seminal en diferentes genotipos de
girasol. Sin embargo, los cambios en el espesor del pericarpio (Figura 3.5 a y b) debidos
al fotoperiodo no tuvieron correlacion con el nivel de dormicién de los frutos (Figura
3.2 b y barras negras en Figura 3.3 a). Adicionalmente, el espesor del pericarpio de los
controles de los experimentos de Sombreo (187.9 + 39.8 um) y de Fotoperiodo (166,5 +
37,4 um) fueron similares, a pesar de que el nivel de dormicion de sus frutos fue
marcadamente contrastante. En los experimentos de sombreo, el 50% de las semillas
germinaron a los 189 (control del Exp;, Tabla 2.4) y 114 (control del Exp,, Tabla 2.4)
dias despues de la cosecha. Mientras que, en los experimentos de fotoperiodo a los 34
(control del Expl, ver Figura3.2 b) y a los 53 (control del Exp2., ver Figura 3.3 b) dias

después de la cosecha el porcentaje de germinacion era ya, del 90%.

Por razones metodoldgicas, las diferentes fechas de siembra de los experimentos
que se realizaron para determinar los efectos de la radiacion (noviembre, ver Capitulo 2)
y del fotoperiodo (enero, ver Capitulo 3) y los tratamientos de sombreo realizados en los
experimentos del Capitulo 2 generaron profundas diferencias en : i) la oferta de recursos

(i.e. radiacion y temperatura) exploradas por los cultivos durante el periodo de llenado
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de grano, ii) el tiempo requerido para alcanzar un porcentaje de germinacién del 50% de
sus granos y, iii) en menor medida en el espesor del pericarpio y en el contenido de
ABA endogeno entre experimentos y tratamientos. Debido a ello hemos realizado en
esta seccion un meta-analisis utilizando los datos de ambos capitulos para determinar la
importancia de ambos factores del ambiente sobre la dormicion de los frutos de girasol,
y la asociacion entre el espesor del pericarpio y el contenido de ABA enddgeno con

numero de dias para alcanzar un porcentaje de germinacion del 50%.

En la Tabla 4.1 se sintetizan los experimentos, tratamientos y variables que se
analizaron en esta seccion. Se utilizaron los datos de los experimentos de sombreo
realizados en diferentes estados de crecimiento y desarrollo del pericarpio (Expi-) y de
estructuras de cultivo (Exps) y el Exp2 de fotoperiodo. No se utilizaron los datos del
Expl de fotoperiodo debido a que no se pudo calcular su PGs. A los pocos dias de la
cosecha el 90% de los frutos germinaron (i.e. el 90% de los frutos incubados a 25°C de
ambos tratamientos de fotoperiodo geminaron a los 34 dias después de la cosecha, ver
Figura 3.2 b).

Debido a que los factores del ambiente que modifican la dormicién son la
temperatura maxima media diaria (Bodrone et al., 2017) y la radiacion incidente diaria
(Capitulo 2 de esta tesis) se calcularon los valores diarios de estos factores desde el
estadio fenolégico R3 [entrenudo ubicado por debajo de la inflorescencia tiene méas de
dos centimetros, segun la escala de Schneiter y Miller (1981)] y hasta madurez
fisiolégica. Los valores de PGsy del Exp2 de fotoperiodo se calcularon mediante la
interpolacion de los datos de PGsg correspondientes a las dos fechas (i.e. a los 23 y a los
53 dias después de la cosecha) en las que se realizaron los experimentos de
germinacion. A los 53 dias despues de la cosecha el porcentaje de germinacion fue del
90%.

Se utilizaron regresiones simples y multiples para evaluar el grado de asociacion
entre los atributos evaluados en esta seccion. Las regresiones fueron realizadas mediante
el uso del paquete estadistico Infostat (InfoStat version libre 2009, Di Rienzo et al.,
2012).
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Tabla 4.1: Datos de PGs, (dias desde cosecha), Espesor de pericarpio (um), datos meteoroldgicos (Temperatura maxima media diaria, °C y Radiacién incidente media
diaria, MJ m?d™) y Contenido endégeno de ABA de semillas de girasol a cosecha (Pg/mg) provenientes de los experimentos de sombreo realizados en diferentes
estados [R3154 (durantel2 dias a partir de R3) en el Exp;, A (desde primera antesis a fin de antesis) y FA1»q (durante 12 dias a partir fin de antesis) en los Expi.,, y
PA3q (durante 23 dias a partir de primera antesis) en el Exp,] ) durante el desarrollo y crecimiento del pericarpio en los Exp,., y de estructuras de cultivo [tratamientos
de sombreo del cultivo (SOMBcy,) Y del canopeo (SOMBcan) EXps] v el Exp2 de fotoperiodo (12 y 14 hs). Cada columna indica el nombre de la variable y la media +
un error estandar.

Espesordel  Temperatura  Radiacion Incidente .
Experimentos  Tratamientos PGso Pericarpio Max. Media Diaria ~ Media Diaria Contenido de ABA
(dias) (Hm) (°C) (MJ m?d™) (Pg/mg)
Sombreo
EXp, control 189.4+3.25 1945+226 29.1+1.1 23.1+54 2094.9 £ 15.1
R3124 1409+17.1 163.7 +26.3 28.0+£1.0 17.9+9.2 21444 +£17.3
A 121.6+14.2 1495+21.2 30.0+£0.8 16.8+9.7 2131.4+18.3
FA4 129.4+17.9 137.8+19.6 26.0+£0.8 175+ 10 1881.2 +19.3
EXp, control 117.3+29 1809+31.3 29.0+£0.9 19.1+53 1434.7 £ 22.4
A 1154+ 34 s/d 28.0+1.0 14.8+8.2 1684.1 £55.1
FA4 715+ 11.0 142.2+27.2 27010 14.3+8.6 1258.5+ 16.6
PAL 81.4+7.38 s/d 27.0+0.6 10.1+84 1313.6 + 36.2
EXPs control 102.2£11.3 204.7 £ 22.7 301+1.1 18.1+6.9 sd
SOMBcan 46.3+157 157.6+18.1 28111 13.9+9.7 sd
SOMB. 48.4+20.1 1753+2538 28011 13.9+9.7 sd
Fotoperiodo
Exp2 12 hs 30.7£3.2 149.1+138 20.2+£ 3.7 10.3+4.0 1606.7 + 33.6
14 hs 334+14 1035%13.3 20.2+3.8 10.3+4.0 1382.7 £ 61.9
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El andlisis de regresion maltiple entre el PGso y los dos factores del ambiente que
afectan la dormicion (i.e. temperatura maxima media diaria y radiacion incidente media
diaria) demostrd la relevancia de ambos factores del ambiente en la imposicion de la
dormicion de los frutos de girasol. EI 80 % de la variancia total que no es error fue
explicado, en proporciones variables por la temperatura media méxima diaria y la radiacion

incidente media diaria (Tabla 4.2)

Tabla 4.2: Valores F, niveles de significancia en el ANOVA de los parémetros y el coeficiente (R?) de la
regresion multiple entre el nimero de dias desde la cosecha para alcanzar un porcentaje de germinacion de los
frutos del 50% (PGs) y los factores del ambiente (i.e. temperatura maxima media diaria y la radiacion
incidente media diaria).

Valores F
Temperatura Max. Radiacion Incidente 5
Media Diaria (°C)  Media Diaria(MJ m?d™)

PG, (dias) 22.0%% 13.5%* 0.78

P<0.01(**), p<0.001(**).

La realizacion de un analisis de regresion entre los dias después de la cosecha para
alcanzar el 50% de germinacion (PGso) y el espesor del pericarpio mostrd que este caracter
no se asocio con el nivel de dormicion de los frutos de girasol. La falta de asociacion entre
el PGsg y el espesor del pericarpio confirman esta aseveracion (p<0.12, Figura 4.1).

La asociacion significativa y positiva entre el PGsy y el contenido de ABA
endogeno, utilizando los valores de los Expi, de sombreo y del Exp2 de fotoperiodo
(Figura 4.2), sugiere en una primera instancia que el contenido de ABA enddgeno podria
estar explicando la variacién del PGsy. Sin embargo, el similar contenido de ABA de los
frutos provenientes del Exp2 de fotoperiodo (i.e. circulos en la Figura 4.2) y del Exp; de
sombreo (i.e. triangulos invertidos en Figura 4.2) y las notorias diferencias en el PGsy de
los frutos de ambos experimentos (i.e. 30 vs 100 dias para los experimentos de fotoperiodo
y de sombreo respectivamente), sugieren que los cambios en la sensibilidad al ABA o la

sintesis de ABA de novo podrian explicar estas diferencias en el PGsy.
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Figura 4.1: Relacién entre los dias después de la cosecha para alcanzar un porcentaje de germinacién del
50% (PGsg) v el espesor del pericarpio de los frutos a cosecha de los Experimentos de sombreo (cuadrados y
triangulos invertidos, Exp., respectivamente) realizados en diferentes momentos del crecimiento y desarrollo
del pericarpio y diferentes estructuras de cultivo (circulos rojos vacios) y, de fotoperiodo (circulos grises). Los
cuadrados y tridngulos invertidos sélidos y vacios corresponden a los controles y a los distintos tratamientos
de sombreo, respectivamente. Los circulos vacios y llenos grises corresponden a los tratamientos de 12 y 14
horas de duracién del dia. Linea de regresion: -47.59+0.88x, R2 =0.23, p=0.12, n=11.
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Figura 4.2: Relacién entre el nimero de dias necesarios para alcanzar un porcentaje de germinacion del 50%
(PGsp) vy el contenido end6geno de ABA de semillas de girasol provenientes de los Experimentos de sombreo
(cuadrados y tridngulos invertidos, Exp;, respectivamente) realizados en diferentes momentos del
crecimiento y desarrollo del pericarpio y, de fotoperiodo (circulos). Lo simbolos sdlidos y vacios
corresponden a los controles y a los distintos tratamientos de sombreo y extension del fotoperiodo,
respectivamente. El circulo rojo marca los valores correspondientes al experimento de fotoperiodo. Linea de
regresion: -68.16+0.11x, R?2 =0.51, p=0.020, n=10.

Tabla 4.3: Valores F, niveles de significancia en el ANOVA del pardmetro y el coeficiente (R%) de la
regresion simple entre el PGsg, y el espesor del pericarpio (um). Los valores entre paréntesis proximos al valor
F indican la proporcidn de la varianza no-error que es explicado por los factores fijos.
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Valores F
Espesor del )
. . R
Pericarpio (um)
PG, (dias) 2.84N8 0.23

NS (no significativo).

La discusion de los resultados de los analisis descriptos en este punto se realiza en la

siguiente seccion en forma conjunta con los resultados de los Capitulos 2 y 3 de esta tesis.

4.2 CONTRASTE DE HIPOTESIS

En los capitulos anteriores se presentaron los resultados de los experimentos que se
realizaron para avanzar en la comprension de los efectos del ambiente materno (i.e.
radiacion incidente y fotoperiodo) sobre la regulacion del nivel de dormicion de los frutos
de girasol. El efecto de la radiacion incidente (i.e. sombreo) durante diferentes estados de
desarrollo y crecimiento del pericarpio [i.e. desde la Ultima etapa de division celular de las
paredes del ovario hasta que el pericarpio alcanza su maximo peso seco y finaliza la
deposicién de la pared secundaria] y del fotoperiodo durante el periodo de llenado de los
frutos, sobre la dormicion de girasol se evaluaron en los Capitulos 2 y 3 respectivamente.
Ademas, en ambos capitulos se analizé la posible asociacion entre los diferentes niveles de
dormicion y los cambios en la morfologia de las cubiertas seminales (pericarpio y
membrana seminal), y en la concentracion y sensibilidad a las hormonas asociadas a la

imposicion y/o liberacion de la dormicion.

Los experimentos realizados en el Capitulo 2 demostraron, por primera vez, que la
radiacion incidente durante los diferentes estados de desarrollo y crecimiento del pericarpio
afecta la velocidad de salida de la dormicion durante la post-cosecha de los frutos de girasol
del genotipo evaluado (Figura. 2.7 y Tabla 2.4). Debido a ello, se acept6 la hipotesis
asociada al objetivo 1 que dice que “una menor cantidad de radiacion incidente durante el
periodo de desarrollo y crecimiento de los frutos disminuye el nivel de dormicién de los
frutos de girasol”. Estos resultados pusieron en evidencia que la variacion en la oferta de
radiacion incidente, ademas de la temperatura, puede explicar las variaciones en el nivel de

dormicion detectadas entre fechas de siembra por Bodrone et al. (2017). Un retraso en la
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fecha de siembra no solo ocasiona una reduccion en la temperatura y en la cantidad de
radiacion incidente durante el periodo de llenado de grano, sino también una menor
duracion del dia durante esta etapa, pudiendo este ultimo factor también regular la
expresion del nivel de dormicién como ha sido reportado en otras especies (Fenner, 1991,
Ceccato et al., 2011). Sin embargo, los experimentos realizados en el Capitulo 3 de esta
tesis han servido para demostrar que el fotoperiodo no afecta significativamente el nivel de
dormicion de los frutos de girasol (Figuras 3.2 y 3.3) y que, por lo tanto, este factor no
estaria involucrado en las variaciones en el nivel de dormicidn como consecuencia de
variacion en la fecha de siembra. Debido a ello se rechazd la hipétesis asociada al objetivo
2 que dice que “fotoperiodos cortos durante el periodo de crecimiento y maduracién de los
frutos disminuyen el nivel de dormicién de los frutos de girasol”. El analisis de regresion
maultiple entre el nimero de dias necesarios para alcanzar un porcentaje de germinacion del
50% vy los dos factores del ambiente que afectan la dormicidn (i.e. temperatura méaxima
media diaria y radiacion incidente media diaria) (datos de los Experimentos de los
Capitulos 2 y 3, ver Tabla 4.1) mostré que ambos factores explicaron una alta proporcién
(80%) de la variancia total que no es error (Tabla 4.1). La realizacion de un tercer
experimento sirvio, ademas, para documentar que los efectos del sombreo (i.e. durante 12
dias después de fin de antesis) sobre la actividad de la fuente afectan la dormicion de los
frutos de girasol (Figura 2.22 y Tabla 2.9). Es probable que en fechas de siembra tardias se
produzca una caida en la tasa de crecimiento del cultivo debido a una menor oferta de los
recursos (i.e. temperatura y radiacién) y a una menor duracién el area foliar en post-antesis.
En los experimentos, de la Vega y Hall (2002) la radiacion interceptada acumulada durante
el periodo de llenado de grano en las fechas de siembra tardias disminuyé un 40% en
comparacion con las fechas de siembra temprana. La radiacion incidente explicé solo un
16% de esa variacion, mientras que el resto se debié a una menor duracion del area foliar en
post-antesis. En base a lo dicho precedentemente, en futuras investigaciones no solo se
deberian evaluar los efectos de los factores del ambiente (i.e. temperatura y radiacion), sino
tambien el efecto de la variacion de la duracion del area foliar sobre el nivel de dormicion
de los frutos. Sin embargo, la importancia relativa de la duraciéon del area foliar en post-

antesis sobre el nivel de dormicion dependera del cultivar evaluado, debido a que existe
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variabilidad en la respuesta de esta variable a cambios en la fecha de siembra (de la Vega y
Hall, 2002).

La demostracion de que la dindmica de la salida de la dormicién de los tratamientos
de sombreo realizados en diferentes etapas de desarrollo y crecimiento del pericarpio
(Figura 2.7) fue similar, indica que no existiria un periodo de mayor sensibilidad de la
dormicion al sombreo, al menos durante la ventana de tiempo evaluada en esta tesis. En
este contexto, y teniendo en cuenta que una menor actividad de la fuente afectd la
dormicion (Figura 2.22 y Tabla 2.9), es probable que el sombreo haya reducido el nimero
de flores y/o embriones en proporciones variables en los distintos tratamientos de sombreo,
de forma tal que la relacion destino/fuente haya sido similar entre los distintos tratamientos
de sombreo y que como consecuencia de ello no se hayan producido diferencias en la

dormicion entre los tratamientos de sombreo.

Los experimentos realizados en esta tesis se concentraron en evaluar los efectos del
sombreo desde que se inicia el crecimiento de las paredes del ovario, el futuro pericarpio y
hasta 12 dias después de finalizada la floracion. Es necesario evaluar en futuros
experimentos el posible efecto de una menor oferta de radiacion durante la etapa media y
final de crecimiento efectivo del grano, debido a que el momento de exposicién a bajos
niveles de radiacion podria condicionar la respuesta a la dormicion. En el caso de las altas
temperaturas se ha demostrado que este factor afecta el nivel de dormicion durante la
ultima parte del llenado de grano (27 a 46 dda) no durante la primera etapa del periodo de
llenado de grano (13 a 26 dda; Bodrone et al., 2017). De comprobarse que el efecto de la
radiacion sobre la dormicidn se circunscribe a la ventana de andlisis evaluada en esta tesis
pondria en evidencia que estos dos factores del ambiente actuarian sobre diferentes
procesos que regulan el nivel de dormicion de los frutos de girasol. En el caso de las altas
temperaturas se ha demostrado que este factor afecta el nivel de dormicion durante la
ultima parte del llenado de grano y no durante la primera etapa del periodo de llenado de
grano (desde los 13 hasta los 26 dias desde antesis; Bodrone et al., 2017). De comprobarse

que el efecto de la radiacion sobre la dormicidn se circunscribe a la ventana de analisis
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evaluada en esta tesis pondria en evidencia que estos dos factores actuarian sobre diferentes
procesos que condicionan el nivel de dormicién de los frutos de girasol.

La realizacion de los experimentos de germinacion de frutos de girasol (Figuras 2.7
a'y 2.8, incubados a 25 y 12°C, respectivamente) y la realizacion de los test de partes (i.e.
cipselas y semillas) de los distintos tratamientos de sombreo y sus controles han servido
para demostrar que, una merma en la cantidad de radiacion incidente durante el periodo de
desarrollo y crecimiento del pericarpio modifico la dinamica de salida de la dormicién de
los frutos debido principalmente a cambios en la dormicion impuesta por las cubiertas del
fruto y, en mucha menor medida a cambios en la dormicion embrionaria. El hecho de que
las diferencias en la dinamica de la salida de la dormicion se hayan expresado cuando las
cipselas se incubaron a 25°C (Figura 2.7 a) y no a 12°C (Figura 2.8) y el alto porcentaje de
germinacion de las semillas a los 30 dias después de la cosecha (Figuras 2.9 y 2.10)
sugieren que la radiacién afectaria la dormicién impuesta por las cubiertas de los frutos. Si
bien, el fotoperiodo no afectd el PG de las semillas y de las cipselas que crecieron bajo los
dos regimenes fotoperiodos evaluados, la dormicion que es atribuible al embrién y a las
cubiertas del fruto difirié segln la condicion fotoperiddica a la que estuvieron expuestas las
cipselas durante el periodo de llenado de grano. La dormicion embrionaria explico el
porcentaje total de la dormicion de las cipselas expuestas a fotoperiodos cortos, mientras
que la dormicién impuesta por las cubiertas y la dormicion embrionaria explicaron en
proporciones aproximadamente similares la dormicion de las cipselas que crecieron bajo
fotoperiodos largos (Figura 3.3 a). Estos resultados nos permiten aceptar parcialmente la
hipotesis asociada al objetivo 3 a que dice que “el fotoperiodo y el nivel de radiacion
explorado por los frutos de girasol durante su crecimiento y maduracion afectan el nivel de

dormicion a través de modificaciones en la dormicién impuesta por las cubiertas”.

La variacion del espesor de pericarpio en respuesta a la cantidad de la radiacion
incidente (Figura 2.12 y 2.23) a la que estan expuestos los frutos de girasol, desde la ultima
etapa de division celular de las paredes del ovario hasta que el pericarpio alcanza su
maximo peso seco Y finaliza la deposicion de la pared secundaria, fue consistente con los

resultados hallados para esta especie por Lindstrom et al. (2007). El hecho de que la
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dormicion impuesta por las cubiertas (Figuras 2.9 y 2.10) y el espesor del pericarpio
(Figuras 2.12 y 2.14) hayan disminuido en respuesta a una menor cantidad de radiacion
incidente durante el periodo de crecimiento de las cubiertas del fruto, sugiere que el espesor
del pericarpio estaria regulando, al menos en parte, la dormicion impuesta por las cubiertas
en el fruto de girasol. Sin embargo, las diferencias en el espesor del pericarpio (Figura 3.5)
de los granos que crecieron bajo un diferente régimen fotoperiodico durante el periodo de
grano no se correlacionaron con un diferente porcentaje de germinacion (Figuras 3.2 y 3.3).
El andlisis de regresion entre el nimero de dias necesarios para alcanzar un porcentaje de
germinacién del 50% y el espesor del pericarpio de los experimentos presentados en los
Capitulos 2 y 3 (Figura 4.1), sugieren que los cambios en el espesor del pericarpio no
modificarian “per se” la dormicion impuesta por las cubiertas del fruto. La asociacién entre
ambas variables no fue significativa (p<0.12), solo el 24% de la variancia no error del PGsg
fue explicado por el espesor del pericarpio (Tabla 4.3). En contraposicion, y a pesar que
existe evidencia preliminar que indica que la membrana seminal representa una restriccion
adicional para la germinacion del embrion (Bodrone et al., 2017), el grosor de esta
membrana fue similar entre los controles y los tratamientos de restriccion de radiacion y
sombreo y fotoperiodo. En base a estos se rechazd la hipdtesis asociada al objetivo 3 b que
dice que “el fotoperiodo y el nivel de radiacion explorado por los frutos de girasol durante
su crecimiento y maduracion afectan el nivel de dormicion de éstos a cosecha a traves de
modificaciones en la estructura fisica de las cubiertas del fruto (i.e. morfologia del
pericarpio y de la membrana seminal)”. Estos resultados sugieren que los cambios en el
nivel de dormicion impuesto por las cubiertas podrian estar asociados a otras caracteristicas
de las cubiertas, como por ejemplo, su composicion quimica. En este sentido se sabe que
las cubiertas de los frutos de girasol tienen en su composicidén quimica ceras y compuestos
fenolicos que varian por efecto del ambiente. Por otra parte, en la bibliografia existe gran
cantidad de evidencia que muestra la asociacién entre la concentracion de estos compuestos
presentes en las cubiertas seminales y su posible asociacién con el nivel de dormicion
(Penfield y MacGregor; 2017). Asi, por ejemplo, Dorne (1981) demostr6é que las semillas
de Chenopodium bonus-henricus que crecen en ambientes con alta radiacién y baja
temperatura presentaron un mayor contenido de polifenoles y un mayor nivel de dormicion

que las que se cultivaron en ambientes con baja radiacion y alta temperatura.
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Adicionalmente, en otras especies se ha documentado la existencia de una asociacion
significativa y positiva entre el contenido de taninos (Arabidopsis thaliana, Chen et al.,

2014) y de mucilagos (Capsella bursa pastoris; Toorop et al., 2012) y la dormicion.

El contenido de ABA juega un rol importante en la imposicion de la dormicion
durante el desarrollo de las semillas (Jacobsen et al., 2002; Feurtado y Kermode, 2007;
Andrade et al., 2015 y Rosell6 et al., 2016), mientras que el mantenimiento/ salida de la
dormicion a menudo esta asociado a cambios en la sensibilidad de embrién (Hilhorst et al.,
1986; Le Page-Degivry y Garello, 1992) y/o la sintesis de novo de esta hormona durante la
imbibicion (Jacobsen et al., 2002; Finch-Savage y Leubner-Metzger 2006). La asociacion
significativa y positiva entre el nimero de dias necesarios para lograr un 50% de
germinacion y el contenido de ABA puso en evidencia que esta hormona esta involucrada
al menos en parte en la regulacion del control de la dormicion en respuesta al sombreo
(Figura 4.2). Le Page-Degivry et al. (1990) sugirieron que la imposicién de la dormicién en
embriones de girasol esta determinada por un pico en el contenido de ABA durante las
primeras etapas del desarrollo del fruto (desde el séptimo hasta el dia 21 después de la
polinizacion), coincidentemente con la ventana de tiempo en la que se aplicaron los
tratamientos de sombreo, salvo el tratamiento que se aplicé antes de antesis (R312q). En
contraposicion, la diferencia tan notoria entre el PGs, de los tratamientos de sombreo y de
fotoperiodo, pero con un similar contenido de ABA sugiere que el contenido de ABA no
explicaria toda la variacion observada en el nivel de dormicion. Tampoco se detectaron
diferencias en la sensibilidad al ABA en ambos grupos de experimentos (Figuras 2.16 y 3.9
experimentos de sombreo y fotoperiodo respectivamente). La falta de sensibilidad al ABA
de los frutos cultivados bajo los dos regimenes fotoperiddicos ensayados podria explicar, al
menos en parte, la ausencia de diferencias en el PG de ambos tratamientos de fotoperiodo,
como asi también, los altos niveles de PG que presentaron ambos tratamientos a los pocos
dias de la cosecha. Por todo lo expuesto precedentemente los datos no nos permiten
corroborar la hipétesis asociada al objetivo 3 ¢ que dice que “el fotoperiodo y el nivel de
radiacion explorado durante el crecimiento y maduracién de los frutos afecta la sensibilidad
de los frutos al ABA y/o en el contenido endogeno de ABA de los embriones, en

comparacion con lo observado en frutos expuestos a condiciones naturales de fotoperiodo y
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de radiacion para la latitud en la cual se realizaron los experimentos”. Adicionalmente, el
hecho de que el porcentaje de germinacion no varié debido al agregado de inhibidores de
las GAs y de etileno al medio de incubacion evidencio que estas dos hormonas no estarian
implicadas en la salida de la dormicién de los frutos sometidos a diferentes tratamientos de
sombreo. La importancia de estas hormonas en la regulacion de la dormicién tanto en
embriones como en frutos de girasol ha sido descripta en la bibliografia (Le Page-Degivry
et al., 1996; Corbineau et al., 1990). Le Page-Degivry et al. (1990) y Seiler (1998)
demostraron que la adicion exogena de GAs; al medio de incubacion aumentd la
germinacion de frutos dormidos de girasol. Sin embargo, un aumento en la concentracion
de esta hormona no es una condicién suficiente para que se produzca la salida de la
dormicion. En este sentido, Steinbach et al. (1997) y Benech-Arnold et al. (1999)
demostraron que la dormicion en semillas de sorgo es consecuencia de un balance entre el
contenido enddgeno de ABA y GAs. Se postula que la dormicion de frutos de girasol que
crecieron bajo diferentes regimenes de radiacion podria estar asociada a un balance entre el
contenido enddgeno de ABA y de GAs. Matilla (2000) sugiere que el etileno tendria un rol
en la induccion del catabolismo de ABA y también en cambios en la permeabilidad de las
cubiertas seminales al ABA. También se deberian tener en cuenta la accion de otras
hormonas (i.e. los jasmonatos y sus derivados, el &cido salicilico, las citoquininas, entre
otras) y su interaccion con las vias de sefializacion que regulan la imposicion / salida de la
dormicion (Andrade et al. 2015; Roselld et al., 2016y Penfield y MacGregor, 2017). A
pesar de lo anteriormente expuesto, es necesario realizar experimentos complementarios
para confirmar o descartar el posible rol de la sensibilidad al ABA y de la sintesis de ABA

de novo durante la incubacién de frutos de girasol.

4.3. CONCLUSIONES GENERALES

Los resultados presentados en este trabajo generaron informacion sobre los efectos
del ambiente (i.e. radiacion y fotoperiodo) en la imposicion del nivel de dormicién en frutos
de girasol. Ademas, se estudid la asociacion entre los cambios observados con la

morfologia de las cubiertas seminales (i.e. pericarpio y membrana seminal) y la respuesta a
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las principales hormonas involucradas en la imposicion y mantenimiento de la dormicion.

Las investigaciones realizadas en esta tesis permitieron:

i) Demostrar que la radiacion incidente experimentada por los frutos durante su desarrollo y
maduracion en la planta madre afecta la tasa de salida de la dormicion en post-cosecha.
Estos resultados pusieron en evidencia por primera vez, que la variacion en la oferta de
radiacion incidente, ademas de la temperatura, podria explicar las variaciones en el nivel de

dormicion observados en esta especie ante cambios en la fecha de siembra.

if) Identificar por primera vez, que la variacion en la oferta de la radiacion a causa de los
efectos del sombreo, afectaria el nivel de dormicion de los frutos de girasol debido a una

menor actividad de la fuente.

iii) Demostrar que la variacion en la oferta de radiacion modifica la dormicion impuesta por
las cubiertas de los frutos, pero que esta variacion no pareceria estar mediada por un efecto

sobre el grosor de las cubiertas del fruto.

iv) Proveer evidencias de que el contenido de ABA y no la sensibilidad al ABA esta
involucrado en la imposicion de la dormicién debido a la variacion en la oferta de

radiacion.

Las posibles aplicaciones técnico-agrondémicas que se derivan de esta investigacion son:

Proveer informacion sobre las condiciones del ambiente en las que deberia
transcurrir el periodo de llenado grano para disminuir el nivel de dormicion con el objetivo
de producir semillas de girasol con bajos niveles de dormicion. EI hecho de que una menor
oferta de radiacion sobre el canopeo disminuye el nivel de dormicion sugiere que los
factores abidticos [i.e. disponibilidad hidrica, nutricion; (Roach y Wulf, 1987; Gul y
Weber, 1998; luchi et al., 2001; Khan et al., 2020b y Kendall et al., 2011)] y de manejo
[i.e. fechas de siembra tardias (Bodrone et al., 2017 y Riveira Rubin et al., 2018)] que
afectan la actividad de la fuente podrian disminuir el nivel de dormicion de los frutos de
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girasol. Sin embargo, en este punto es importante destacar que todas las condiciones citadas
previamente van a repercutir negativamente sobre el rendimiento por unidad de superficie,
y probablemente sobre el calibre de la semilla. En este caso particular y para las lineas que
presenten este problema sera necesario encontrar un punto de compromiso entre la

reduccion del nivel de dormicion, del rendimiento y el calibre de los frutos.

Finalmente, este trabajo servira como punto de partida para realizar futuras investigaciones

conducentes a avanzar:

i) Estudios destinados a comparar los efectos de la radiacion incidente durante la etapa de
desarrollo y crecimiento del pericarpio y la etapa media y final de crecimiento efectivo del
grano. Dado que en esta tesis se demostrdé que la tasa de crecimiento del cultivo afecta el
nivel de dormicion, la duracion del &rea foliar en post-antesis debe ser incorporada como

otra variable adicional a las anteriormente citadas.

ii) Estudios destinados a evaluar el efecto conjunto de ambos factores (i.e. temperatura y
radiacion) sobre el nivel de dormicion. Es importante analizar si los efectos de ambos
factores son aditivos, 0 lo que es mas probable que existan interacciones entre ambos

factores.

Iii) ES necesario realizar nuevos experimentos para descartar/confirmar el posible rol del
ABA (i.e. sensibilidad al ABA vy sintesis de ABA de novo) en la imposicion de la
dormicion de frutos de girasol ante cambios en la cantidad de radiacion incidente durante el

periodo de crecimiento y desarrollo de los frutos.
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