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Resumen en espafiol: El estrés hidrico constituye uno de los factores ambientales
mdas acuciantes en la reduccién del rendimiento de girasol, afectando
profundamente la estructura y funcionalidad de su sistema radical. En este
contexto, en el presente trabajo se propuso estudiar el rol de distintos
reguladores del crecimiento vegetal -brasinoesteroides (BL), estrigolactonas
(GR24) y karrikinas (KAR2)- en la modulacién del desarrollo del sistema radical de
plantulas de lineas endocriadas de girasol en respuesta a estrés hidrico, vy
analizar su interaccién con las hormonas “clasicas” y compuestos bioquimicos.
Para ello, se emplearon semillas de dos lineas endocriadas de girasol, B59 y B71
sensible y tolerante al estrés hidrico, respectivamente. Los ensayos de pre-
germinacién y crecimiento de plantulas se realizaron en bandejas y macetas
plasticas, respectivamente, bajo condiciones controladas en Cuartos
Ambientales Conviron GR48. El tratamiento de estrés hidrico moderado se aplicé
mediante riego empleando una solucién de manitol y exégenamente por
aspersion foliar se aplicaron los reguladores del crecimiento vegetal arriba
mencionados. Los resultados obtenidos demostraron que el tratamiento de
estrés hidrico produjo cambios notables en los diversos parametros morfo-
anatomo-histoldgicos, fisiolégicos y bioquimicos en las raices de ambas lineas
endocriadas en estudio, con respuestas claramente contrastantes entre ellas. En
este sentido, en las raices de B59 las modificaciones observadas se asociaron con
la mayor sensibilidad al estrés hidrico tipica de dicha linea, mientras que las
raices de la linea B71 reflejaron una respuesta mas eficiente ante la limitada
disponibilidad de agua del sustrato. Los distintos reguladores del crecimiento
vegetal ocasionaron modificaciones particulares de tipo morfo- anatomo-
histoldgicas, fisiolégicas y bioquimicas en las raices de plantulas estresadas y, su
accién difirid entre las lineas endocriadas en estudio. Entre otras modificaciones,
los tratamientos ensayados desencadenaron variaciones en el perfil hormonal
enddgeno en raices de ambas lineas, destacandose la participacion de rutas
especificas de biosintesis de brasinoesteroides en la respuesta de las raices al
tratamiento de estrés hidrico. En conjunto, los resultados evidenciaron las
estrategias contrastantes de respuesta al estrés hidrico activadas por cada linea.
La accién de cada regulador del crecimiento vegetal se evidencié a través de
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modificaciones en un conjunto particular de pardmetros, lo que a su vez fue
dependiente del genotipo y de la condicién hidrica. En este sentido, esFe es,tuc.:iio
aporta evidencias sobre la complejidad del entramado hormonal y bloqL'umlco
que gobierna la plasticidad morfo-anatomo-histoldgica del sistema radical v,
ademds, el papel clave de BL, GR24 y KAR2 en la respuesta de plantulas de
girasol a condiciones de estrés hidrico moderado en un estadio de crecimiento
vegetativo temprano como V4. Es por ello, que constituye un avance hacia la
comprensién de los mecanismos integrados que determinan la resiliencia al
estrés en este cultivo oleaginoso de interés agricola.
Resumen en inglés: Water stress is one of the most pressing environmental
factors in reducing sunflower yield, profoundly affecting the structure and
function of root system. In this context, the present study aimed to investigate
the role of different plant growth regulators - brassinosteroids (BL),
strigolactones (GR24), and karrikins (KAR2) - in modulating root system
development in sunflower inbred seedlings in response to water stress, and to
analyze their interaction with "classical" phytohormones and biochemical
compounds. Seeds from two inbred sunflower lines, B59 and B71, sensitive and
tolerant to water stress, respectively, were used. Pre-germination and seedling
growth trials were conducted in trays and plastic pots, respectively, under
controlled conditions in Conviron PR48 Environmental Chambers. Moderate
water stress treatment was applied through irrigation using a mannitol solution,
and the aforementioned plant growth regulators were applied exogenously by
foliar spraying. The results showed that water stress treatment produced
notable changes in various morpho-anatomical-histological, physiological, and
biochemical parameters in the roots of both inbred lines under study, with
clearly contrasting responses between them. In this regard, the modifications
observed in the roots of B59 were associated with the greater sensitivity to
water stress typical of this line, while the roots of B71 line reflected a more
efficient response to the limited water availability in the substrate. The different
plant growth regulators caused specific morpho-anatomical-histological,
physiological, and biochemical modifications in the roots of stressed seedlings,
and their effects differed among the inbred lines under study. Among other
modifications, the tested treatments triggered variations in the endogenous
phytohormonal profile in roots of both lines, highlighting the participation of
specific brassinosteroid biosynthesis pathways in the root response to water
stress. Taken together, the results demonstrated the contrasting water stress
response strategies triggered by each inbred line. The action of each plant
growth regulatc?r Wwas evidenced through modifications in a particular set of
parameters, which in turn depended on the genotype and water conditions. In

this sense, this study provides evidence of the complexity of the phytohormonal
and biochemical network that regulate the

plasticity of the root system and, furthermore
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Resumen

El estrés hidrico constituye uno de los factores ambientales mas acuciantes en la
reduccion del rendimiento de girasol, afectando profundamente la estructura y funcionalidad
de su sistema radical. En este contexto, en el presente trabajo se propuso estudiar el rol de
distintos reguladores del crecimiento vegetal -brasinoesteroides (BL), estrigolactonas
(GR24) y karrikinas (KAR2)- en la modulacion del desarrollo del sistema radical de
plantulas de lineas endocriadas de girasol en respuesta a estrés hidrico, y analizar su
interaccion con las hormonas “clésicas” y compuestos bioquimicos. Para ello, se emplearon
semillas de dos lineas endocriadas de girasol, B59 y B71 sensible y tolerante al estrés hidrico,
respectivamente. Los ensayos de pre-germinacion y crecimiento de plantulas se realizaron
en bandejas y macetas plasticas, respectivamente, bajo condiciones controladas en Cuartos
Ambientales Conviron GR48. El tratamiento de estrés hidrico moderado se aplico mediante
riego empleando una soluciéon de manitol y exégenamente por aspersion foliar se aplicaron
los reguladores del crecimiento vegetal arriba mencionados. Los resultados obtenidos
demostraron que el tratamiento de estrés hidrico produjo cambios notables en los diversos
parametros morfo-anatomo-histoldgicos, fisioldgicos y bioquimicos en las raices de ambas
lineas endocriadas en estudio, con respuestas claramente contrastantes entre ellas. En este
sentido, en las raices de B59 las modificaciones observadas se asociaron con la mayor
sensibilidad al estrés hidrico tipica de dicha linea, mientras que las raices de la linea B71
reflejaron una respuesta mas eficiente ante la limitada disponibilidad de agua del sustrato.
Los distintos reguladores del crecimiento vegetal ocasionaron modificaciones particulares
de tipo morfo- anatomo- histologicas, fisioldgicas y bioquimicas en las raices de plantulas
estresadas y, su accion difirio entre las lineas endocriadas en estudio. Entre otras
modificaciones, los tratamientos ensayados desencadenaron variaciones en el perfil
hormonal enddgeno en raices de ambas lineas, destacandose la participacion de rutas
especificas de biosintesis de brasinoesteroides en la respuesta de las raices al tratamiento de
estrés hidrico. En conjunto, los resultados evidenciaron las estrategias contrastantes de
respuesta al estrés hidrico activadas por cada linea. La accion de cada regulador del
crecimiento vegetal se evidencid a través de modificaciones en un conjunto particular de
parametros, lo que a su vez fue dependiente del genotipo y de la condicion hidrica. En este
sentido, este estudio aporta evidencias sobre la complejidad del entramado hormonal y
bioquimico que gobierna la plasticidad morfo-anatomo-histoldgica del sistema radical vy,

ademas, el papel clave de BL, GR24 y KAR2 en la respuesta de plantulas de girasol a



condiciones de estrés hidrico moderado en un estadio de crecimiento vegetativo temprano
como V4. Es por ello, que constituye un avance hacia la comprension de los mecanismos
integrados que determinan la resiliencia al estrés en este cultivo oleaginoso de interés

agricola.



Abstract

Water stress is one of the most pressing environmental factors in reducing sunflower
yield, profoundly affecting the structure and function of root system. In this context, the
present study aimed to investigate the role of different plant growth regulators -
brassinosteroids (BL), strigolactones (GR24), and karrikins (KAR2) - in modulating root
system development in sunflower inbred seedlings in response to water stress, and to analyze
their interaction with "classical" phytohormones and biochemical compounds. Seeds from
two inbred sunflower lines, B59 and B71, sensitive and tolerant to water stress, respectively,
were used. Pre-germination and seedling growth trials were conducted in trays and plastic
pots, respectively, under controlled conditions in Conviron PR48 Environmental Chambers.
Moderate water stress treatment was applied through irrigation using a mannitol solution,
and the aforementioned plant growth regulators were applied exogenously by foliar
spraying. The results showed that water stress treatment produced notable changes in various
morpho-anatomical-histological, physiological, and biochemical parameters in the roots of
both inbred lines under study, with clearly contrasting responses between them. In this
regard, the modifications observed in the roots of B59 were associated with the greater
sensitivity to water stress typical of this line, while the roots of B71 line reflected a more
efficient response to the limited water availability in the substrate. The different plant growth
regulators caused specific morpho-anatomical-histological, physiological, and biochemical
modifications in the roots of stressed seedlings, and their effects differed among the inbred
lines under study. Among other modifications, the tested treatments triggered variations in
the endogenous phytohormonal profile in roots of both lines, highlighting the participation
of specific brassinosteroid biosynthesis pathways in the root response to water stress. Taken
together, the results demonstrated the contrasting water stress response strategies triggered
by each inbred line. The action of each plant growth regulator was evidenced through
modifications in a particular set of parameters, which in turn depended on the genotype and
water conditions. In this sense, this study provides evidence of the complexity of the
phytohormonal and biochemical network that regulate the morpho-anatomical-histological
plasticity of the root system and, furthermore, the key role of BL, GR24, and KAR2 in the
response of sunflower seedlings to moderate water stress conditions at an early vegetative
growth stage such as V4. Therefore, it represents an advance towards understanding the
integrated mechanisms that determine resilience to water stress in this oilseed crop of

agricultural interest.



INDICE

Comision asesora y Jurado
Resumen

Abstract

Indice

Indice de tablas

Indice de figuras
Abreviaturas
INTRODUCCION

El cultivo de girasol: origen, importancia y perspectiva actual en
Argentina
Descripcion del material vegetal

El estrés hidrico en los cultivos: situacion actual e implicancias en girasol
Efectos del estrés hidrico sobre pardmetros morfo-anatomo-histolégicos
Efectos del estrés hidrico sobre pardmetros fisioldgicos
Efectos del estrés hidrico sobre parametros bioquimicos
HIPOTESIS Y OBJETIVO GENERAL
HIPOTESIS Y OBJETIVOS ESPECIFICOS
MATERIALES Y METODOS
Material vegetal
Ensayo de pre-germinacion
Ensayos de crecimiento vegetativo (V4) y aplicacion de tratamientos
Evaluacion de parametros morfo-anatomo-histologicos
Determinaciones morfologicas
Determinaciones histologicas
Evaluacién de parametros fisiologicos
Extraccion, purificacion y cuantificacion de fitohormonas clasicas
Extraccion, purificacion y cuantificacion de BRs
Evaluacion de parametros bioquimicos
Analisis estadistico
Resultados
Parametros morfologicos

Parametros histolégicos

Pégina

i

v

viii
v

X1v

10
20
28
29
31
31
31
31
32
32
33
35
35
36
37
39
40
40
52



Parametros fisioldgicos
Parametros bioquimicos
DISCUSION
Pardmetros morfo-anatomo-histoldgicos
Parametros fisioldgicos
Parametros bioquimicos
ANALISIS INTEGRADO DE LOS PARAMETROS EVALUADOS Y
CONCLUSIONES
CONSIDERACIONES FINALES Y PERSPECTIVAS
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
ANEXO 1 — ENSAYOS PRELIMINARES
Metodologia N° 1 — Sistema hidropdnico de crecimiento de plantulas
Material vegetal
Ensayo de pre-germinacion
Disefio del sistema hidroponico de crecimiento
Parametros evaluados
Ensayo de crecimiento vegetativo (V4)
Parametros morfologicos
Disefio experimental y analisis estadistico
Resultados
pH
Contenido de oxigeno, conductividad eléctrica y conductancia
estomatica
Parametros morfologicos
Metodologia N° 2 — Sustrato sélido de crecimiento
Material vegetal
Ensayo de pre-germinacion
Ensayo para seleccion de sustrato
Ensayo para seleccion de concentraciones de reguladores del
crecimiento vegetal (PGRs)
Material vegetal
Ensayo exploratorio de aplicaciéon de PGRs

Ensayo de pre-germinacion

61
70
76
76
82
87
91

98

100
117
117
117
117
117
118
119
119
120
120
120
120

121
123
123
123
124
125

125
125
126

Vi



Ensayos de crecimiento vegetativo (V4) y aplicacion exdgena de
PGRs

Determinaciones morfologicas

Analisis estadistico

Resultados

Concentraciones de PGRs seleccionadas

Fitotoxicidad

126

126
127
128
136
137

vii



Tabla

INDICE DE TABLAS

Tabla resumen de los principales compuestos osmoprotectores y
osmolitos, con ejemplos de cada categoria y principales funciones de los
mismos en plantas sometidas a estrés hidrico.

Area total, 4rea del cilindro central, y area de la corteza de la raiz principal
de plantulas de las lineas endocriadas B59 y B71 controles, estresadas y tratadas
con GR24 (3 uM); BL (0.01 uM) o KAR2 (10 nM).

Area total, area del cilindro central, y area de la corteza de las raices
laterales de plantulas de las lineas endocriadas B59 y B71 controles,
estresadas y tratadas con GR24 (3 uM); BL (0.01 uM) o KAR2 (10 nM).

Contenido de glutation reducido (GSH) en raices de plantulas segtin linea
(B59 y B71) y condicién hidrica (control y estrés hidrico).

Contenido de glutation reducido (GSH) en raices de plantulas de ambas
lineas segtin condicion hidrica (control y estrés hidrico) y tratamiento con
PGRs (GR24 (3 uM), BL (0.01 uM) o KAR2 (10 nM)).

Parametros morfologicos evaluados en raices de plantulas de la linea
endocriada de girasol B59 cultivadas en sistema hidroponico.

Pagina

21

56

61

73

74

122

viii



Figura

10

11
12

13

14

15

16

17

INDICE DE FIGURAS

Area sembrada y produccion (t) de girasol en Argentina para la campafia
2024/2025.

Estructura morfoldgica del girasol (Helianthus annuus L.) mostrando
sus principales 6rganos: raiz (principal y secundarias), tallo, hojas y
capitulo (corte transversal y capitulo maduro con sus cipselas).

Efectos del estrés hidrico en los cultivos y sus respuestas adaptativas,
desde perspectivas fisiologicas y morfoldgicas.

Efectos del estrés hidrico en el cultivo de girasol: impacto en el
crecimiento, la fotosintesis, la germinacion y el rendimiento.
Representacion esquematica de las principales caracteristicas
morfologicas de la raiz que se modifican en respuesta al estrés hidrico
para propiciar una adecuada distribucion del sistema radical en el
sustrato.

Resumen de los cambios morfo-anatémicos y fisiologicos que ocurren
en la raiz en respuesta a estrés hidrico.

Representacion esquematica de una arquitectura ideal del sistema
radical para favorecer la resistencia al estrés hidrico.

Principales funciones fisioldgicas de las fitohormonas sobre el
crecimiento y desarrollo de las plantas.

Resumen de las principales interacciones entre diversas fitohormonas,
entre ellas el acido abscisico (ABA), el acido jasmoénico (JA), el etileno
(ET), el éacido giberélico (GA), el acido indol-3-acético (AIA), los
brasinoesteroides (BRs), las citoquininas (CKs) y el acido salicilico
(SA) bajo condiciones de estrés hidrico.

Mecanismos desencadenados por la aplicacion de sustancias exogenas
(SEs) implicadas en la mejora de la tolerancia de las plantas al estrés
hidrico.

Efectos nocivos a nivel celular y molecular ocasionados por el estrés
oxidativo en plantas.

Corte histologico mostrando una raiz principal donde se delimitan las
secciones consideradas como area total y area del cilindro central.
Corte histologico mostrando una raiz principal donde se sefiala la
division en cuadrantes empleada para el conteo y la medicion del
diametro de los vasos xilematicos.

Area foliar de plantulas de las lineas endocriadas B59 y B71 controles,
estresadas y tratadas con GR24 (3 uM); BL (0.01 uM) o KAR2 (10 nM).
Peso fresco de parte aérea de plantulas de las lineas endocriadas B59 y
B71 controles, estresadas y tratadas con GR24 (3 uM); BL (0.01 uM) o
KAR2 (10 nM).

Peso seco de parte aérea de plantulas de las lineas endocriadas B59 y
B71 controles, estresadas y tratadas con GR24 (3 uM); BL (0.01 uM) o
KAR2 (10 nM).

Peso fresco de raices de plantulas de las lineas endocriadas B59 y B71
controles, estresadas y tratadas con GR24 (3 uM); BL (0.01 uM) o
KAR2 (10 nM).

Pagina

10

11

12

20

26

34

35

40

41

42

43



18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

Peso seco de raices de plantulas de las lineas endocriadas B59 y B71
controles, estresadas y tratadas con GR24 (3 uM); BL (0.01 uM) o
KAR2 (10 nM).

Longitud de raiz principal en raices de plantulas de las lineas
endocriadas B59 y B71 controles, estresadas y tratadas con GR24 (3
uM); BL (0.01 uM) o KAR2 (10 nM).

Superficie de la raiz principal de plantulas de las lineas endocriadas B59
y B71 controles, estresadas y tratadas con GR24 (3 uM); BL (0.01 uM)
o KAR2 (10 nM).

Superficie proyectada de la raiz principal de plantulas de las lineas
endocriadas B59 y B71 controles, estresadas y tratadas con GR24 (3
uM); BL (0.01 uM) o KAR2 (10 nM).

Didmetro medio de la raiz principal de plantulas de las lineas
endocriadas B59 y B71 controles, estresadas y tratadas con GR24 (3
uM); BL (0.01 uM) o KAR2 (10 nM).

Angulo de insercion de raices laterales de plantulas de las lineas
endocriadas B59 y B71 controles, estresadas y tratadas con GR24 (3
uM); BL (0.01 uM) o KAR2 (10 nM).

Numero de raices laterales de plantulas de las lineas endocriadas B59 y
B71 controles, estresadas y tratadas con GR24 (3 uM); BL (0.01 uM) o
KAR?2 (10 nM).

Respuesta relativa de la biomasa radical al estrés de plantulas de las
lineas endocriadas B59 y B71 sin aplicaciéon de reguladores del
crecimiento y tratadas con GR24 (3 uM); BL (0.01 uM) o KAR2 (10
nM).

Fotografia representativa de plantulas de girasol de la linea B59 de 24
dias de edad crecidas en condicidon control y bajo estrés hidrico.
Fotografias representativas de plantulas de girasol de la linea B5S9 de 24
dias de edad crecidas bajo estrés hidrico y tratadas con los distintos
reguladores del crecimiento vegetal.

Fotografia representativa de plantulas de girasol de la linea B71 de 24
dias de edad crecidas en condicion control y bajo estrés hidrico.
Fotografias representativas de plantulas de girasol de la linea B71 de 24
dias de edad crecidas bajo estrés hidrico y tratadas con los distintos
reguladores del crecimiento vegetal.

Cortes histologicos de la raiz principal de plantulas de la linea
endocriada B59: controles, estresadas y tratadas con GR24 (3 uM); BL
(0.01 uM) 0 KAR2 (10 nM).

Cortes histologicos en detalle del cilindro central de la raiz principal de
plantulas de la linea endocriada B59: controles, estresadas y tratadas con
GR24 (3 uM); BL (0.01 uM) o KAR2 (10 nM).

Cortes histologicos de la raiz principal de plantulas de la linea
endocriada B71: controles, estresadas y tratadas con GR24 (3 uM); BL
(0.01 uM) 0o KAR2 (10 nM).

Cortes histologicos en detalle del cilindro central de la raiz principal de
plantulas de la linea endocriada B71: controles, estresadas y tratadas con
GR24 (3 uM); BL (0.01 uM) o KAR2 (10 nM).

Numero de vasos xilematicos de raiz principal de plantulas de las lineas
endocriadas de girasol B59 y B71 controles, estresadas y tratadas con
GR24 (3 uM); BL (0.01 uM) o KAR2 (10 nM).

44

45

46

47

48

49

50

50

51

51

52

52

54

55

55

56

57



35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

Didmetro de vasos xilematicos de raiz principal de plantulas de las lineas
endocriadas de girasol B59 y B71 controles, estresadas y tratadas con
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con GR24 (3 uM); BL (0.01 uM) o KAR2 (10 nM).

Cortes histologicos de las raices laterales de plantulas de la linea
endocriada B71: controles, estresadas y tratadas con GR24 (3 uM); BL
(0.01 uM) 0 KAR2 (10 nM).
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Niveles enddgenos de teasterona (TE) en raices de plantulas de las lineas
endocriadas B59 y B71 controles, estresadas y tratadas con GR24 (3
uM); BL (0.01 uM) o KAR2 (10 nM).

Concentracion de carbohidratos solubles totales en raices de plantulas
de las lineas endocriadas B59 y B71 controles, estresadas y tratadas con
GR24 (3 uM); BL (0.01 uM) o KAR2 (10 nM).

Concentracion de prolina en raices de plantulas de las lineas endocriadas
B59 y B71 controles, estresadas y tratadas con GR24 (3 uM); BL (0.01
uM) o KAR2 (10 nM).

Concentracion de glicina betaina en raices de plantulas de las lineas
endocriadas B59 y B71 controles, estresadas y tratadas con GR24 (3
uM); BL (0.01 uM) o KAR2 (10 nM).

Contenido de peroxido de hidrogeno (H202) en raices de plantulas de
las lineas endocriadas B59 y B71 controles, estresadas y tratadas con
GR24 (3 uM); BL (0.01 uM) o KAR2 (10 nM).

Contenido de malondialdehido (MDA) en raices de plantulas de las
lineas endocriadas B59 y B71 controles, estresadas y tratadas con GR24
(3 uM); BL (0.01 uM) o KAR2 (10 nM).

Biplot del Analisis de Componentes Principales (ACP) obtenido a partir
de las variables morfo-anatomo-histologicas, fisiologicas y bioquimicas
evaluadas en ambas lineas endocriadas bajo condiciones control y estrés
hidrico moderado.

Representacion  esquematica de los principales parametros que
caracterizaron la respuesta de cada linea endocriada en condiciones de
irrigacion Optima (hacia la izquierda de la linea punteada) vy,
modificaciones positivas observadas en las plantulas por efecto del
tratamiento de estrés hidrico moderado, evidenciadas a través de
aumentos (flechas rojas) en distintos pardmetros morfo-anatomo-
histoldgicos, fisioldgicos y bioquimicos (hacia la derecha de la linea
punteada).

Biplot del Anélisis de Componentes Principales (ACP) construido a
partir de las variables morfo-anatomo-histologicas, fisiologicas y
bioquimicas evaluadas en ambas lineas endocriadas bajo estrés hidrico
moderado y tratadas con los distintos reguladores del crecimiento
vegetal (GR24, BL y KAR2), junto a sus respectivos controles sin
aplicacion.

Representacion esquematica de la respuesta de las plantulas de ambas
lineas endocriadas crecidas en condiciones de estrés hidrico moderado
luego de la aplicacion de los distintos reguladores del crecimiento
vegetal (GR24, BL y KAR?2). Las flechas rojas representan los
incrementos observados en los principales pardmetros morfo-anatomo-
histoldgicos, fisiologicos y bioquimicos asociados a cada respuesta.
Diagrama esquematico ilustrativo del sistema de cultivo hidropdnico
(A) y configuracion hidroponica final: vista superior (B y D) y vista
lateral (C).

Fotografias representativas de hojas de plantulas de girasol de 24 dias
crecidas bajo diferentes rangos de pH.

Parametros evaluados en el sistema de cultivo hidroponico: oxigeno
disuelto (A) y conductividad eléctrica (B). Conductancia estomatica

70

71

72

72

73

75

93

94

96

97

118

120

121

Xii



64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

medida en hojas de plantulas de la linea B59 (17 dias de edad) cultivadas
en el sistema hidroponico (C).

Ensayo de crecimiento vegetativo de girasol realizado en el sistema de
cultivo hidroponico. Fotografia de una plantula de girasol de la linea
B59 de 24 dias de edad cultivada en el sistema hidropdnico disefiado
(A). Imagen en primer plano del sistema de raices (B).

Conductancia estomatica en hojas de plantulas de las lineas endocriadas
B59 y B71 controles, estresadas y tratadas con GR24 (1 y 3 uM) (A);
BL (0.01 uM) (B) 0 KAR2 (1 uM y 10 nM) (C).

Longitud de parte aérea de plantulas de las lineas endocriadas B59 y
B71 controles, estresadas y tratadas con GR24 (1 y 3 uM) (A); BL (0.01
uM) (B) 0o KAR2 (1 uM y 10 nM) (C).

Longitud de raiz principal de plantulas de las lineas endocriadas B59 y
B71 controles, estresadas y tratadas con GR24 (1 y 3 uM) (A); BL (0.01
uM) (B) 0 KAR2 (1 uM y 10 nM) (C).

Peso fresco de parte aérea de plantulas de las lineas endocriadas B59 y
B71 controles, estresadas y tratadas con GR24 (1 y 3 uM) (A); BL (0.01
uM) (B) 0o KAR2 (1 uM y 10 nM) (C).

Peso fresco de parte radical de plantulas de las lineas endocriadas B59
y B71 controles, estresadas y tratadas con GR24 (1 y 3 uM) (A); BL
(0.01 uM) (B) 0o KAR2 (1 uM y 10 nM) (C).

Peso seco de parte aérea de plantulas de las lineas endocriadas B59 y
B71 controles, estresadas y tratadas con GR24 (1 y 3 uM) (A); BL (0.01
uM) (B) 0o KAR2 (1 uM y 10 nM) (C).

Peso seco de parte radical de plantulas de las lineas endocriadas B59 y
B71 controles, estresadas y tratadas con GR24 (1 y 3 uM) (A); BL (0.01
uM) (B) 0 KAR2 (1 uM y 10 nM) (C).

Area foliar de plantulas de las lineas endocriadas B59 y B71 controles,
estresadas y tratadas con GR24 (1 y 3 uM) (A); BL (0.01 uM) (B) o
KAR2 (1 uM y 10 nM) (C).

Respuesta relativa de la biomasa radicular al estrés de plantulas de las
lineas endocriadas B59 y B71 sin aplicacion de reguladores de
crecimiento y tratadas con GR24 (1 y 3 uM) (A); BL (0.01 uM) (B) o
KAR2 (1 uM y 10 nM) (C).

Fotografias de plantulas de ambas lineas endocriadas en las cuales se
observan sintomas de fitotoxicidad luego de la aplicacion de la solucion
de GR24 a la concentracion 5 pM.

Fotografias de plantulas de ambas lineas endocriadas en las cuales se
observan sintomas de fitotoxicidad luego de la aplicacion de la solucion
de GR24 a la concentracion 10 pM.

Fotografias de plantulas de ambas lineas endocriadas en las cuales se
observan sintomas de fitotoxicidad luego de la aplicacion de la solucion
de BL a la concentracion 1 uM.

122

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

137

138

xiii



ABREVIATURAS

°: Grados

°C: Grados centigrados

ABA: Acido abscisico

ABA-GE: ¢ésteres de ABA-glucosa

ACP: Analisis de componentes principales
ADN: Acido desoxirribonucleico

AIA: Acido indol-3-acético

a.m.: Antes del mediodia

ANOVA: Andlisis de la varianza

AQ: Ajuste osmatico

APX: Ascorbato peroxidasa

AsA: Ascorbato

AsA-GSH: Ciclo ascorbato-glutation
ASAGIR: Asociacion Argentina de girasol
Aux: Auxinas

BL: Brasinolide

BRs: Brasinoesteroides

BRX: Gen BRAVIS RADIX

CAT: Catalasa

CS: Castasterona

C27: Brasinoesteroides con 27 dtomos de carbono en su estructura. Carece de grupo alquilo
en su cadena lateral.

C28: Brasinoesteroides con 28 4tomos de carbono en su estructura. Poseen un grupo alquilo
en su cadena lateral (posicion 24).

C29: Brasinoesteroides con 29 atomos de carbono en su estructura. Poseen un grupo alquilo
de dos carbonos en su cadena lateral (posicion 24).

c.c.: Capacidad de campo
CL: Carlactona
cm: Centimetros

cm?: Centimetros cuadrados

Xiv



cm?: Centimetros cubicos
CKSs: Citocininas

COa2: Didxido de carbono
CR: colesterol

cZ.: cis-zeatina

DELLA: proteinas, secuencia especifica de cinco aminoacidos (dcido aspartico, acido

glutdmico, leucina, leucina y alanina)
DHAR: Deshidroascorbato reductasa
dSm: deciSiemens por metro

DPA: Acido difaseico

DPX: Dibutilftalato de Poliestireno Xileno
DTNB: Acido 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoico)
EDTA: Acido etilendiaminotetraacético
EEA: Estacion Experimental Agropecuaria
EROs: Especies reactivas de oxigeno

ET: Etileno

FAA: Etanol, acido acético, formol, y agua 50:5:10:35 porcentaje volumen-volumen
Fig.: Figura

g: Gramos

GA: Acido giberélico

GAs: Giberelinas

GA\1-7,12: Giberelina 1-7, 12.

GGDP: geranilgeranil difosfato

GR: Glutation reductasa

GR24: Estrigolactona sintética
GSH/GSSG: Glutation reducido y oxidado
H20z: Peroxido de hidrogeno

H2S04 2N: Acido sulftrico, concentracion 2 Normal
2H3: Isotopo de hidrogeno

ha: Hectareas

h: Horas

Xv



HOAc: Acido acético

homoDL: Homodolicholide

HPLC: Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia
H2PO4/K:HPOQO4: Buffer fosfato

HR: Humedad relativa

IAM: indol-3-acetamida

TAOx: indol-3-acetaldoxima

IGP: indol-3-glicerol fosfato

INTA: Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
IPyA: 4cido indol-3-pirtvico

JA: Acido jasménico

JA-Ile: Jasmonico - isoleucina

KI-I2: Yoduro de potasio - diyodo

KARs: Karrikinas

KAR1-3: Karrikina 1,2 0 3

KAR?2: Karrikina 2

L: Litros

LSD: Least Significant Difference (diferencia minima significativa)

M: Molar

MAPKSs: Proteinas quinasas activadas por mitdogenos.
MDA: Malondialdehido

MDHAR: monodeshidroascorbato reductasa
MeJA: metil jasmonato

MeOH: Metanol

MEP: Metileritritol fosfato

mg: Miligramos

mg/ml: Miligramos por mililitro

min: Minutos

ml: Mililitros

mM: Milimolar

mM™. ecm™: Milimoles por centimetro

XVi



mmol. g"': Milimol por gramo

MRM: Monitoreo de Reacciones Multiples
Mt: Millones de toneladas

MVA: Mevalonato

N°: Numero

NADPH/NADP+: nicotinamida adenina dinucleotido fosfato reducida y oxidada
neo-PA: Acido neofaseico

nm: Nanometros

nM: Nanomolar

10a: Oxigeno singlete

027: Radical anion superoxido

‘OH: Radical hidroxilo

PA: Acido faseico

PF: Peso fresco

PGRs: Reguladores del crecimiento vegetal
pH: Potencial de hidrégeno

pmol: Picomol

POD: Peroxidasa

ppm: Partes por millon

PS: Peso seco

PSII: Fotosistema II

p/v: Porcentaje peso/volumen

qq ha': Quintales por hectarea

RRBE: Respuesta relativa de la biomasa radicular al estrés
rpm: Revoluciones por minuto

SA: Acido salicilico

SE: Desvio estandar

SEs: Sustancias exogenas

s: Segundos

SLs: Estrigolactonas

Xvii



SOD: Superoxido dismutasa

t: Toneladas

TBA: Acido tiobarbiturico

TCA: Acido tricloroacético

TE: Teasterona

Tris-CIH: Clorhidrato de tris(hidroximetil)Jaminometano
Trp: Triptéfano

tZ.: trans-zeatina

UHPLC-MS/MS: Cromatografia Liquida de Ultra Performance acoplada a Espectrometria
de Masas en Tandem

UV-Vis: Espectroscopia ultravioleta-visible

V2: Estadio vegetativo V2

V3: Estadio vegetativo V3

V4: Estadio vegetativo V4

VS5: Estadio vegetativo V5

v/v: porcentaje volumen-volumen

ZEA: Zeatina

pM: Micromolar

pm: Micrémetros

nm?: Micrémetros cuadrados

pmol: Micromoles

pmol. g': Micromoles por gramo

nmol.m-2. s -1: Micromoles por metro cuadrado por segundo
pL: Microlitros

pL. min!: Microlitros por minuto

1:1: Proporcion en la cual se emplean cantidades iguales de dos componentes
1:1:1: Proporcion en la cual se emplean cantidades iguales de tres componentes
1:1:2: Mezcla de tres componentes en esa relacion de cantidades
1,2 DCE: 1,2 dicloroetano

24-epiBL: 24-epibrasinolide

28-homoBL: 28-homobrasinolide

Xviii



28-homoCS: 28-homocastasterona
28-norBL: 28-norbrasinolide

28-norCS: 28- norcastasterona

Xix



Introduccion

El cultivo de girasol: origen, importancia y perspectiva actual en Argentina

El girasol (Helianthus annuus L.) es un cultivo originario de Estados Unidos cuya
introduccién en Argentina guarda estrecha relaciéon con la inmigracién judia, quienes
alrededor del afio 1881, importaron semillas de este cultivo, propiciando de esta manera su
multiplicacion y distribucion en diferentes regiones del pais (Castafio, 2018). Su posterior
expansion en nuestro pais ocurrié entre los afios 1930 y 1949 (ASAGIR, 2019a).

En la actualidad, el cultivo se distribuye abarcando un area de siembra de 2.000.000
ha comprendida entre los 24° y 38° de Latitud Sur, desde la Regién Chaquena hasta el
sudoeste de la Region Pampeana (Fig. 1). Dicha regiéon comprende una amplia variedad de
ambientes agroecoldgicos y condiciones climaticas que se relacionan con el ciclo del cultivo
(De la Vega y Chapman, 2010; Castafio, 2018; Bolsa de comercio de Rosario, 2025).

El girasol constituye uno de los principales cultivos oleaginosos a nivel mundial, con
una produccion global que supera los 50 millones de toneladas anuales en las ultimas
campafas. Entre los paises productores se destacan Rusia, Ucrania, Argentina, China,
Turquia, Bulgaria y Rumania, los cuales concentran la mayor proporcion de la produccion
global (USDA, 2024; Bolsa de Cereales de Cordoba, 2025). Su relevancia econdmica radica
principalmente en la produccion de aceite y en el aporte de proteina vegetal, siendo ademas
una fuente importante de 4cidos grasos insaturados y vitamina E (a-tocoferol), lo que le
confiere un destacado valor nutricional (Adeleke y Babalola, 2020; ASAGIR, 2019b). En
Argentina, la produccion alcanzé aproximadamente 4,7 Mt, con un rendimiento promedio
de 23,4 qq ha'!, segtin lo reportado en la iltima campafia agricola 2024/25 (Bolsa de Cereales
de Buenos Aires, 2025).
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Fig. 1. Area sembrada y produccion (t) de girasol en Argentina para la camparfia 2024/2025 (Bolsa
de comercio de Rosario, 2025).

Descripcion del material vegetal

El girasol es una especie herbacea anual perteneciente a la familia Asteraceae. En la
parte aérea de la planta se localiza la inflorescencia que recibe el nombre de capitulo, el cual
se encuentra formado por distintas estructuras: pequefias flores tubuladas distribuidas en
espiral, y ligulas o flores liguladas de color amarillo hacia los margenes del capitulo (Fig. 2).
En su dorso se encuentra una serie de bracteas verdes o filarias. El fruto se denomina cipsela,
estéa recubierto por un clamidocarpo y en su interior se encuentra la semilla (ASAGIR, 2003).
Las plantas pueden alcanzar una altura variable entre 60 a 220 cm dependiendo del genotipo.
Se caracterizan por presentar un tallo erecto y cilindrico a partir del cual se desarrollan las

hojas de gran tamafo, largos peciolos y con disposicion alterna. La forma y el nimero de



hojas son parametros que presentan variaciones de acuerdo al genotipo y a las condiciones
ambientales en que se desarrolla la planta (De la Mata Saez, 2016) (Fig. 2).

El sistema radical de tipo alorrizo se compone de una raiz primaria que constituye el
eje principal y un sistema de ramificaciones. Las raices secundarias son numerosas en
cercanias del cuello de la planta, disminuyendo su densidad a unos 15 cm del mismo. Las
ramificaciones de orden superior (raices terciarias) son abundantes y participan en la
exploracion del terreno tanto vertical como horizontalmente (Aguirrezabal et al., 1998).
Durante el transcurso de su desarrollo, el cultivo presenta distintas etapas o estadios

fenologicos determinados por una sucesion de cambios morfoldgicos y fisiologicos, los

cuales estan determinados genéticamente e influenciados por el ambiente (Martinez et al.,

2015) (Fig. 2).

Corte transversal Capitulo maduro

——» Ligulas

Hojas

¥
Bracteas

Cipselas

Clamidocarpo * Léculo

Semilla

Raices
secundarias

Fig. 2. Estructura morfologica del girasol (Helianthus annuus L.) mostrando sus principales 6rganos:
raiz (principal y secundarias), tallo, hojas y capitulo (corte transversal y capitulo maduro con sus
cipselas).

El estrés hidrico en los cultivos: situacion actual e implicancias en girasol

En el marco del actual cambio climatico global, el déficit hidrico es una problematica
que ocasiona con frecuencia periodos de sequia que impactan negativamente sobre los

cultivos. Esta situacion plantea un nuevo escenario agricola, en el cual el estrés hidrico



constituye un factor limitante del crecimiento y productividad, especialmente en zonas aridas
y semiaridas (Dietz et al., 2021; Kopecka et al., 2023). En condiciones de sequia, la escasez
de agua disponible en el suelo limita la absorcion tanto de agua como de nutrientes por parte
de las raices y, en consecuencia, ocasiona un crecimiento atrofiado de la planta y una
reduccién del rendimiento del cultivo (Orimoloye, 2022) (Fig. 3). Sus efectos adversos
dependen predominantemente de la especie y su genotipo, edad y tamafio de la planta como
asi también de la duracion e intensidad del estrés (Ullah et al., 2018; Zia et al., 2021). Sin
embargo, sus consecuencias se ven reflejadas en todas las etapas ontogénicas de la planta,
siendo germinacion, estadio de plantula y floracion las més sensibles (Ahmad et al., 2009;
Fernandez-Moroni et al., 2012; Kopecka et al., 2023).

Algunos cereales fundamentales para la seguridad alimentaria y la nutricion mundial
se incluyen entre los cultivos més sensibles a la sequia como por ejemplo el maiz y el trigo
(Liagat et al., 2024). Cuando las plantas se enfrentan a un escenario de estrés hidrico,
experimentan una serie de cambios morfoanatdmicos, fisioldgicos y bioquimicos, entre otros
(Al Abboud et al., 2024). En este sentido, se ha reportado que el estrés hidrico ocasiona una
disminucién de la fotosintesis como consecuencia del cierre estomatico, la reduccion en el
ingreso de CO: y el dafio oxidativo en los cloroplastos (Franco-Navarro et al., 2025) (Fig.
3). Frente a esta condicion, las plantas desarrollan diversos mecanismos de respuesta
tendientes a evitar la pérdida de agua (a través de la regulacion del cierre estomatico),
mantener la turgencia celular (mediante el ajuste osmoético) y contrarrestar el estrés oxidativo
(mediante la activacion de defensas antioxidantes) (Franco-Navarro et al., 2025) (Fig. 3).
Por otro lado, modificaciones en la arquitectura de las raices y la sefializacion hormonal
favorecerian la mejora de la absorcion de agua, nutrientes y, por lo tanto, la tolerancia al

estrés (Shoaib et al., 2022; Kalra et al., 2024; Zhou et al., 2024) (Fig. 3).
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Fig. 3. Efectos del estrés hidrico en los cultivos y sus respuestas adaptativas desde perspectivas
fisioldgicas y morfologicas. Adaptado de Igbal et al. (2022).

El girasol es un cultivo oleaginoso de alto valor econdmico a nivel mundial (Rajper
et al., 2021). Presenta una baja a media sensibilidad al estrés hidrico, debido a que posee un
sistema radical ramificado que permite la absorcion de agua del suelo de manera eficiente
(Keipp et al., 2020). Sin embargo, los eventos de escasez hidrica que ocurren actualmente, y
cada vez con mayor frecuencia en las regiones agricolas aridas y semiaridas, pueden afectar
su crecimiento, desarrollo y finalmente su rendimiento (Hussain et al., 2018a; Dietz et al.,
2021; Shehzad et al., 2023) (Fig. 4).

En las ultimas décadas, el cultivo de girasol ha sido desplazado hacia zonas agricolas
caracterizadas por un régimen hidrico irregular en primavera y suelos con menor capacidad
de almacenamiento de agua, lo que condiciona la siembra y la adecuada emergencia aun para
este cultivo con buen comportamiento frente a estrés hidrico (De la Vega et al., 2024). Estos
fracasos en la implantacién, asociados con una germinacidon irregular y una escasa
sincronizacion en el establecimiento de plantulas, modifican el nimero de plantas por ha, y
por ende el numero de capitulos por unidad de superficie (Pedraza et al., 2000; Mwale et al.,
2003; Dietz et al., 2021). Otras etapas ontogénicas criticas en la definicion del rendimiento
son la prefloracion y floracion, donde se define el ntimero de granos por capitulo, y luego la

etapa de llenado del grano donde se define el peso del mismo (Trapani et al., 2003; Darbani




et al; 2020). Por ello, un déficit hidrico ocurriendo en las etapas citadas produce una drastica
caida del rendimiento de granos en el cultivo de girasol (Debacke et al., 2021).

Ha sido reportado que la falta de disponibilidad hidrica en el suelo durante la fase de
imbibicion de las semillas de girasol limita la absorcion del agua necesaria, lo que puede
conducir a una germinacion deficiente e irregular (Haj Sghaier et al., 2023). En etapas
iniciales, el déficit hidrico disminuye significativamente la tasa de elongacion del tallo y
reduce el area foliar lo que compromete la capacidad fotosintética y el crecimiento
vegetativo (Janzen et al., 2023). Durante la antesis y floracion, dicho estrés puede causar
abortos reproductivos y aumentar la proporcion de cipselas vacias por fallas en la viabilidad
del polen o en el proceso de fertilizacion (Jockovi¢ et al., 2025). En la fase de llenado del
grano, la escasez de agua reduce notablemente el rendimiento del cultivo, debido a las altas
demandas transpiratorias y a limitaciones en la fotosintesis. Se han observado reducciones
marcadas en la productividad total, el peso de la semilla y el contenido de aceite,
caracteristicas criticas determinantes del rendimiento final (Barnhart et al., 2022; Jockovi¢

et al., 2024).
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Fig. 4. Efectos del estrés hidrico en el cultivo de girasol: impacto en el crecimiento, la fotosintesis,
la germinacion y el rendimiento. Las expresiones 50% CC y 75% CC hacen referencia al porcentaje
de la capacidad de campo (CC) del suelo. Adaptado de Ameen et al., 2024.



Efectos del estrés hidrico sobre parametros morfo-anatomo-histologicos

Durante el crecimiento y desarrollo vegetal, el estrés hidrico impacta negativamente
sobre diversos parametros morfologicos de la planta, incluyendo la altura, el diametro del
tallo, el nimero y area de las hojas, la longitud y el volumen de las raices, asi como la
biomasa (fresca y seca) de parte aérea y radical (Hussain et al., 2018b; Ali et al., 2025).
Particularmente en girasol se ha documentado que el déficit hidrico reduce la altura de la
planta, el diametro del tallo, el nimero y tamafo de hojas, y el didmetro del capitulo (Rajper
etal.,2021; Ashraf'y Siddiqi, 2024; Hussain et al., 2025). La raiz es el 6rgano mas importante
en la adaptacion de los cultivos al estrés hidrico debido a que es capaz de ajustar diferentes
procesos metabodlicos a fin de inducir respuestas tendientes a modular su desarrollo,
determinando su arquitectura y protegiendo su integridad y funciones (Djanaguiraman et al.,
2019; Kalra et al., 2023; Gusain et al., 2024). Se denomina arquitectura radical a la
configuracion espacial de las raices y sus propiedades anatomicas, y abarca diversos
parametros como la disposicion, longitud, angulo de insercion, ramificacion, superficie y
diametro, entre otros (Calleja-Cabrera et al., 2020; Ranjan et al., 2022; da Silva et al., 2025).

Tanto el crecimiento como la arquitectura de las raices muestran una alta plasticidad
que varia entre especies debido a que son caracteristicas condicionadas por el control
inherente de los factores genéticos. Estas sefiales internas estdn moduladas por factores
bidticos y abioticos del ambiente, y su resultado se expresa a través de la modificacion del
sistema radical, especialmente en el numero y disposicion de las ramificaciones (Calleja-
Cabrera et al., 2020; Dhanapal et al., 2021). La eficiencia en la absorcion y el transporte de
agua y nutrientes en las plantas estd estrechamente vinculada con la arquitectura de su
sistema radical, y se ha demostrado que una mayor superficie del mismo favorece
significativamente la captacion de recursos disponibles en el sustrato, lo que permite a las
plantas responder de manera mas eficiente frente a condiciones de déficit hidrico (Hu et al.,

2018) (Fig. 5).
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Fig. 5. Representacion esquematica de las principales caracteristicas morfologicas de la raiz que se
modifican en respuesta al estrés hidrico para propiciar una adecuada distribucion del sistema radical
en el sustrato. Adaptado de Kou et al., 2022.

En este sentido, distintas modificaciones en la arquitectura del sistema radical son
observadas en respuesta al estrés hidrico, las cuales favorecen la extraccion de agua desde
capas profundas del suelo (Gusain et al., 2024; da Silva et al., 2025) (Fig. 6 y 7). Por ejemplo,
la presencia de sistemas radicales mas ramificados (con mayor densidad de longitud de
raices) y profundos, menor nimero y mayor longitud de raices laterales (Agee et al., 2021;
Liet al., 2024), formacién de raices fibrosas y disminucion en el didmetro de raices laterales
(Ye et al., 2018). Otra caracteristica importante es la presencia de raices jovenes, los
principales sitios de captacién de agua, asi como suficiente densidad y longitud de pelos
radicales que aumentan la superficie de contacto suelo-raiz (Kim et al., 2020; Duddek et al.,
2022).

A nivel histologico, ciertos tejidos que componen la raiz desempefian funciones
especializadas que contribuyen al mantenimiento del flujo eficiente de agua y nutrientes

hacia la parte aérea de la planta: la epidermis (representa la primera barrera en responder al



estrés hidrico por ser la capa mas externa en estrecho contacto con el sustrato), la endodermis
(interviene en la absorcidn y el transporte radial, regulando el paso selectivo de sustancias
hacia el cilindro vascular) y la corteza (desempefia un rol fundamental en el almacenamiento
temporal de agua y nutrientes) (Calvo-Polanco et al., 2021; Duddek et al., 2022; Sidhu et al.,
2024). Frente a condiciones de déficit hidrico, las principales modificaciones ocurren en las
células que integran el parénquima cortical, en las barreras apoplasticas (epidermis,
exodermis y endodermis) y en los tejidos que componen el cilindro vascular (da Silva et al.,
2025). En tal sentido, algunas modificaciones consisten en la suberizacion de la exodermis
(Munns y Passioura, 1984; Yang et al., 2020), mayor desarrollo de aerénquima cortical
(Chimungu et al., 2015; Schneider y Lynch, 2018; Klein et al., 2020), reduccién del numero
de células radicales o del nimero de capas de células (Burton et al., 2012; Gusain et al.,
2024), asi como la presencia de vasos xilematicos de menor didmetro (con variacion en el
nimero y en el grosor de su pared celular) (Prince et al., 2017; Ye et al., 2018; Klein et al.,

2020) (Figs. 6 y 7).

CAMBIOS CAMBIOS
MORFOLOGICOS ANATOMICOS
« | Aumento del nimero de raices « | Aumento de vasos de metaxilema
| Aumento del largo de la raiz primaria « | Conversion de célula cortical Aerénquima
| Cambios en el diametro de raiz « | Region cortical y epidérmica mas gruesa
« | Cambios en la densidad de raices « | Mejor sistema estelar

¢ | Sistema radical parsimonioso

CAMBIOS FISIOLOGICOS

| Depésito de suberina en region exodérmica
y endodérmica de raiz
+ | Depésito de lignina en tejido del xilema

Fig. 6. Resumen de los cambios morfo-anatémicos y fisiolégicos que ocurren en la raiz en respuesta
a estrés hidrico. Adaptado de Gusain et al., 2024.
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Fig. 7. Representacion esquematica de una arquitectura ideal del sistema radical para favorecer la
resistencia al estrés hidrico. Adaptado de Zhang et al., 2025.

En conjunto, estas modificaciones morfo-anatomicas del sistema radical optimizan
la absorcion y el transporte de agua y nutrientes, lo que se traduce en un incremento en la
productividad de los cultivos (da Silva et al., 2025). En este contexto, la arquitectura del
sistema radical cumple un rol determinante en la tolerancia de las plantas al estrés hidrico al
tiempo que representa un criterio clave para la seleccion y el mejoramiento genético de los

cultivos (Bhaskarla et al., 2020).

Efectos del estrés hidrico sobre parametros fisiologicos

Desde un punto de vista fisiologico, el estrés hidrico limita la fotosintesis debido
principalmente al cierre estomatico, la reduccioén del contenido de clorofilas y la menor
fijacién de CO2 (Wahab et al., 2022; Qiao et al., 2024). Estas alteraciones se traducen en una
caida del potencial hidrico foliar, pérdida de turgencia y restricciéon en los procesos de
division y expansion celular (Hussain et al., 2018b; Wahab et al., 2022). A su vez, la menor
disponibilidad de agua reduce el transporte en el xilema y la provision de nutrientes hacia el
floema, resultando en un menor potencial hidrico y ocasionando desequilibrios nutricionales
(Jockovi¢ et al., 2024; da Silva et al., 2025).

Por otro lado, se encuentra ampliamente documentado que, frente a situaciones de

estrés hidrico, las plantas poseen la capacidad de modificar la arquitectura del sistema radical
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para favorecer la toma de agua y nutrientes disponibles en el suelo y, ademads, la anatomia y
fisiologia de dichas raices para controlar la capacidad de transporte de tales recursos (Ranjan
et al., 2022; Affortit et al., 2024). Por otra parte, pueden ajustar rapidamente el crecimiento y
desarrollo radical en condiciones de estrés al influir en los niveles hormonales, el transporte y
la respuesta fisioldgica (Julkowska y Testerink, 2015; Ali et al., 2025), asi como también en
la concentracion de otros reguladores del crecimiento vegetal (Tripathi et al., 2022).

Las hormonas vegetales, también conocidas como fitohormonas, son moléculas sefial
producidas en bajas concentraciones que regulan el crecimiento y desarrollo de las plantas
tanto en condiciones Optimas (Fig. 8) como de estrés (Fig. 9) (Gupta et al., 2024; Liao et al.,

2025).

Senescencia foliar

Qe Dearadacic
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de clorofilas
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> GAs .
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Fig. 8. Principales funciones fisioldgicas de las fitohormonas sobre el crecimiento y desarrollo de las
plantas. Abreviaturas: SLs (estrigolactonas), ET (etileno), Aux (auxinas), JA (acido jasmoénico), BRs
(brasinoesteroides), ABA (acido abscisico), SA (acido salicilico), CKs (citocininas) y GAs
(giberelinas). Adaptado de Das et al., 2025.
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Fig. 9. Resumen de las principales interacciones entre diversas fitohormonas, entre ellas el acido
abscisico (ABA), el acido jasmonico (JA), el etileno (ET), el acido giberélico (GA), el acido indol-
3-acético (AIA), los brasinoesteroides (BRs), las citocininas (CKs) y el acido salicilico (SA) bajo
condiciones de estrés hidrico. Adaptado de Liao et al., 2025.

Entre las nueve hormonas vegetales primeramente caracterizadas, etileno y acido
jasmonico (JA) generalmente se consideran hormonas del estrés, conjuntamente con 4cido
abscisico (ABA) y acido salicilico (SA). Otras hormonas, incluidas las auxinas (Aux), las
citocininas (CK), las giberelinas (GAs), los brasinoesteroides (BRs) y las estrigolactonas
(SLs) se clasifican como hormonas promotoras del crecimiento vegetal (Miiller y Munné-
Bosch, 2021; Das et al., 2025).

Las fitohormonas no s6lo ejercen un control intrinseco en la determinacion del sistema
radical, sino que también participan en la adaptacion de su desarrollo frente a condiciones
ambientales adversas (Gusain et al., 2024; Sharma et al., 2025). En tal sentido, diversos
estudios han demostrado que en raices la percepcion y sefalizacion del estrés hidrico esta
mediada por un balance coordinado del “crosstalk” entre diferentes fitohormonas (Ranjan et
al., 2022), tales como Aux, CKs, ABA, GAs y JA (Duy Scheres, 2018; Bandurska et al., 2022;
Gusain et al., 2024).

Las Aux son fitohormonas que poseen un anillo aromadtico insaturado y una cadena
lateral de &cido acético (Gao et al., 2024) y se han registrado varias formas bioactivas en las

plantas, siendo el acido indol-3-acético (AIA) la auxina mas estudiada (Igbal et al., 2022).
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Estos compuestos se sintetizan principalmente en hojas jovenes y en la region meristematica
de apices de brotes, yemas y raices, y se transportan hacia su sitio de accion a través de un
mecanismo de transporte polar (Mukherjee et al., 2022). La biosintesis de Aux puede ocurrir
principalmente a través de dos vias: una dependiente del triptofano (Trp) y otra independiente
del Trp. En las plantas, la biosintesis del Trp, precursor de AIA, se lleva a cabo en los
cloroplastos. A partir de este aminodacido, la sintesis de AIA puede seguir tres rutas principales,
cada una caracterizada por diferentes intermediarios: la via del 4cido indol-3-piruvico (IpyA),
la via del indol-3-acetaldoxima (IAOx) y la via del indol-3-acetamida (IAM). Ademas, existe
una via independiente del Trp en la que el AIA se sintetiza directamente a partir de indol o de
indol-3-glicerol fosfato (IGP) a través de la accion de una enzima localizada en el citosol
(Solanki y Shukla, 2023; Gao et al., 2024).

Las Aux son una de las principales fitohormonas que regulan numerosos aspectos del
crecimiento y desarrollo de las plantas (Yadav et al., 2021). Intervienen en el desarrollo de
raices y el mantenimiento del meristema radical tanto en condiciones 6ptimas como de estrés
abidtico (Brumos et al., 2018; Altafet al., 2023). Se ha documentado que dicha fitohormona
desempefia un rol clave en el xerotropismo, mecanismo que implica la reorientacion de la
direccion de crecimiento de las raices laterales (de angulos superficiales a otros mas
pronunciados) para propiciar la exploracion del sustrato bajo condiciones de estrés hidrico
(Sharma et al., 2025). Ademés, modulan positivamente el metabolismo de EROs, la
arquitectura de la raiz, la homeostasis metabolica y los genes de respuesta a ABA para mejorar
la resistencia al estrés por sequia (Jogawat et al., 2021).

Las CKs son otro grupo de fitohormonas integrado por compuestos derivados de
adenina con cadenas laterales isoprenoides o aromadticas, abundantes en los meristemas
apicales y semillas inmaduras siendo los dpices radicales el principal sitio de sintesis (Salvi et
al., 2021; EL Sabagh et al., 2022). Segun la naturaleza de su cadena lateral, pueden dividirse
en CKs isoprenoides (donde se incluye la trans-zeatina) o CKs aromaticas, siendo las primeras
las mas abundantes (Bajguz y Piotrowska-Niczyporuk, 2023). La biosintesis de estas
fitohormonas puede llevarse a cabo a través de dos rutas principales: via del metileritritol
fosfato (MEP) y del mevalonato (MVA), localizadas en los plastidios y el citoplasma,
respectivamente. Las CKs tipo cis-zeatina (cZ) derivan principalmente de la via MVA en el
citoplasma (Li et al., 2021b; Zhao et al., 2024a).

Entre sus multiples funciones fisiologicas, las CKs promueven la division celular y
regulan el desarrollo vascular en las plantas (Mubarik et al., 2021). Ademas, la sefializacion

de CKs desencadena el crecimiento de la raiz primaria y participa en la regulacion de la
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arquitectura radical en Arabidopsis (Naulin et al., 2020). Ha sido reportado que tanto el nivel
endogeno de CKs, asi como la aplicacion exdgena, modulan la respuesta de las plantas al
estrés hidrico (Salvi et al., 2021). Su influencia puede ser beneficiosa o perjudicial para el
crecimiento de las plantas (Oneto et al., 2016) ya que se considera a las CKs como reguladores
positivos de la actividad meristematica en brotes y contrariamente, un regulador negativo de
la actividad del meristema radical. La sequia afecta negativamente la biosintesis de CKs y su
acumulacion en las raices de plantas estresadas, induciendo su movilizacion hacia los brotes,
donde inhiben la senescencia de hojas y tallos (Jogawat et al., 2021). En concordancia, se ha
informado que en raices de girasol la produccién y el transporte de CKs se reducen durante el
estrés por sequia (Salvi et al., 2021).

ABA es un compuesto derivado de carotenoides y se sintetiza principalmente en los
tejidos vasculares, células oclusivas y células del mesofilo (Liao et al., 2025). Ademas, es
considerado como una de las fitohormonas del estrés mas importantes y, en condiciones de
déficit hidrico, es sintetizado en las raices y transportado a las hojas a través del xilema (EL
Sabagh et al., 2022). La biosintesis de ABA ocurre en distintos compartimentos celulares,
comenzando en los plastidios y culminando en el citosol. En la etapa inicial, los carotenoides
presentes en los plastidios actian como precursores, donde a través de multiples reacciones,
se genera xantoxina, la cual es transportada al citoplasma. En este compartimento celular,
dicho compuesto es convertido a ABA a través de dos reacciones secuenciales. Una vez
sintetizado, el ABA puede ser catabolizado por diversas rutas de hidroxilacion, lo que conduce
a la formacion de acido faseico (PA), acido difaseico (DPA) y é4cido neofaseico (neo-PA),
catabolitos que pueden acumularse en las vacuolas. El ABA también puede ser almacenado
en forma conjugada como ésteres de ABA-glucosa (ABA-GE), considerados formas de
reserva y transporte. Cuando se requiere, el ABA puede liberarse de sus formas glicosiladas
para ser nuevamente transportado al citoplasma y cumplir sus funciones fisioldgicas como
ABA libre (Felemban et al., 2019; Parwez et al., 2022).

Ha sido bien documentado que ABA participa en varios procesos cruciales durante el
ciclo de vida de la planta, incluidas las respuestas al estrés (Salvi et al., 2021; Igbal et al.,
2022). Ademas, interviene en la modulacion de la arquitectura de la raiz promoviendo el
alargamiento de las raices durante condiciones de sequia y posibilitando la captacion de agua
a niveles mas profundos del suelo (Ullah et al., 2018; Hussain et al., 2021; Mukherjee et al.,
2022). Estos efectos sobre la arquitectura de las raices pueden ser positivos o negativos
dependiendo del genotipo en estudio, la intensidad y la duracion del estrés (Kuromori et al.,

2018), asi como también de los niveles de ABA cuantificados (Aslam et al., 2022). Se ha
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observado que altos niveles endogenos de ABA inhiben la formacién de raices, mientras que
una baja concentracion es capaz de estimular el desarrollo radical al mantener la actividad
meristematica como se ha observado para la raiz principal (Ali et al., 2020b). Por otro lado,
ABA desencadena diversos mecanismos de defensa bioquimicos, entre los cuales se incluyen
la biosintesis de prolina, compuestos antioxidantes y enzimas detoxificantes de EROs,
estrategias tendientes a lograr un ajuste osmotico adecuado para la planta y mitigar el dafio
oxidativo (Zhou et al., 2019; Das et al., 2025).

Las GAs representan un amplio grupo de acidos carboxilicos diterpénicos tetraciclicos
sintetizados principalmente en apices (brotes y raices), embriones y semillas, las cuales
presentan multiples isoformas, siendo solo un nimero limitado (GA1, GA3, GA4, GAs, GAs 'y
GA7) las que presentan actividad bioldgica en plantas (Kosakivska et al., 2022; Liao et al.,
2025). La biosintesis de GAs se inicia en los plastidios, teniendo como precursor al
geranilgeranil difosfato (GGDP). Este compuesto es convertido a través de maultiples
reacciones en ent-kaureno, el cual es oxidado en el reticulo endoplasmatico, dando lugar al
acido ent-kaurenoico. Este intermediario sufre dos pasos adicionales de oxidacion, generando
GA12, la primera giberelina reconocida dentro de la ruta biosintética. Si bien GA12 no
presenta actividad bioldgica directa, actiia como precursor para la formacion de giberelinas
activas a través de reacciones catalizadas por oxidasas localizadas en el citosol. Estas enzimas
convierten la GA12 en intermediarios o GAs bioldgicamente activas (Katyayini et al., 2020;
Castro-Camba et al., 2022).

Las GAs son compuestos que actiian a lo largo del ciclo de vida de la planta,
estimulando el crecimiento (division y elongacion celular) y participando en las respuestas a
estrés abiotico (Ullah et al., 2018; Igbal et al., 2022). Estas fitohormonas estan involucradas
tanto en el crecimiento de la parte aérea como de las raices; no obstante, el crecimiento del
sistema radical requiere de concentraciones de GAs madas bajas, pudiendo inhibirse a
concentraciones por encima de las 6ptimas (PtoSkova et al., 2022). En general, se considera
que la sefializacion de estas fitohormonas desempeiia un rol negativo en la tolerancia al estrés
por sequia (Jogawat et al., 2021). Altos niveles de GAs disminuyen la tolerancia, mientras que
niveles reducidos la mejoran a través de la supresion del crecimiento vegetal (Yadav et al.,
2021). En este sentido, ha sido reportado que, frente a condiciones de estrés hidrico, una
reduccion en el contenido de GAs permite la redistribucion del crecimiento entre la parte aérea
y las raices para evitar un crecimiento que resulte perjudicial para la supervivencia de la planta
(Ptoskové et al., 2022; Srivastava y Pandey, 2023). Por otro lado, se ha informado que el estrés

hidrico reduce el contenido de GAs y, por lo tanto, favorece la acumulacion de proteinas
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DELLA, originando en consecuencia el fenotipo de tolerancia al estrés con retraso en el
crecimiento (Salvi et al., 2021; Das et al., 2025).

JA es una fitohormona derivada de la oxidacion de lipidos (oxilipinas) y, en conjunto
con sus derivados, integra el grupo denominado jasmonatos (Bajguz y Piotrowska-
Niczyporuk, 2023; Liao et al., 2025). Estos compuestos se sintetizan principalmente en hojas
y raices, concentrandose en las partes jovenes en activo crecimiento (Das et al., 2025). La
biosintesis de estos compuestos se lleva a cabo mediante la via octadecanoide, la cual
comprende una serie de reacciones enzimaticas consecutivas localizadas en plastidios,
peroxisomas y citoplasma. El &cido linolénico, un &cido graso de 18 carbonos con tres dobles
enlaces, actia como precursor principal de esta ruta. Una vez en el citosol, JA puede ser
metabolizado a través de diversas rutas metabolicas generando asi multiples derivados. Entre
ellos, JA, cis-jasmonico, metil jasmonato (MeJA) y el conjugado JA-isoleucina (JA-Ile) se
consideran las principales formas bioactivas en plantas (Ruan et al., 2019; Ali y Baek, 2020;
Sood, 2023).

Particularmente JA es una fitohormona que ademas de estimular el crecimiento y
desarrollo de las plantas, también posee un papel central en el desarrollo de las raices (Mubarik
et al., 2021). En conjunto con sus derivados, desempefian un rol clave en la regulacion de las
respuestas a estrés abiotico (Raza et al., 2021; Das et al., 2025). Frente a condiciones de estrés
por sequia, se ha reportado que JA interviene en respuestas fisiologicas mejorando la
tolerancia de las plantas a través de la induccion del cierre estomatico, la activacion del sistema
antioxidante y consecuente eliminacion de EROs, acumulacion de azicares solubles y el
crecimiento de las raices en profundidad (Wang et al., 2019; Igbal et al., 2022; Liao et al.,
2025). Ademas, entre sus multiples funciones, tiene la capacidad de promover la absorcion de
agua modulando la conductividad hidraulica de la raiz en condiciones de humedad limitada
(Yadav et al., 2021).

Recientemente, se demostré que otras fitohormonas también contribuyen a la
regulacion de la arquitectura del sistema radical, entre ellas, brasinoesteroides (BRs) y
estrigolactonas (SLs) (Kramna et al., 2019; Hussain et al., 2020; Vukasinovi¢ et al., 2021; Jiu
et al., 2022). Los BRs son un conjunto de fitohormonas esteroides polihidroxiladas presentes
en casi todos los 6rganos de las plantas, incluidas las raices (Liao et al., 2025). Estos
compuestos pueden clasificarse en BRs de tipo C27, C28 y C29 debido a las diferencias que
presentan en su estructura, las cuales se basan en el tipo y orientacion de las funciones
oxigenadas en el anillo A y B, asi como al nlimero y posicion de los grupos funcionales en la

cadena lateral de la molécula. Actualmente, se conocen tres rutas de biosintesis que dan origen
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a los distintos tipos de BRs (Bajguz et al., 2020; Parada et al., 2022). Los pasos iniciales de la
biosintesis son comunes para los distintos tipos de BRs y pueden proceder a través de la via
del mevalonato (MVA) o de una via alternativa no dependiente de MVA. Las etapas
posteriores, en cambio, divergen segun la ruta metabodlica, distinguiéndose las vias
dependientes de cicloartenol y de cicloartanol. La mayoria de las reacciones, enzimas y genes
involucrados han sido identificados y caracterizados principalmente en la via de biosintesis
C28-BRs. Esta ruta comprende dos etapas principales y culmina con la formacion de
brasinolide (BL), considerado como el compuesto con mayor actividad biologica entre los
BRs conocidos. En el caso de los C27, el colesterol (CR) actiia como sustrato directo y es
finalmente transformado en 28-norBL, mientras que la biosintesis de los C29 se inicia a partir
del B-sitosterol dando origen a 28-homoBL. No obstante, numerosos pasos enzimaticos aun
no han sido completamente dilucidados y varios intermediarios de estas rutas permanecen sin
identificar (Bajguz et al., 2020; Parada et al., 2022; Bajguz y Piotrowska-Niczyporuk, 2023).

Estas fitohormonas contribuyen a la regulacion de la arquitectura del sistema radical y
desempefian un importante rol en el desarrollo general de las raices, debido a que participan
en el alargamiento radical, en la iniciacion de las raices laterales y formacion de pelos radicales
mediante la regulacion de la division y elongacion celular (Planas-Riverola et al., 2019;
Vukasinovi¢ et al., 2021). Ha sido reportado que la aplicacion de diferentes concentraciones
de 24-Epibrassinolide promovid la elongacion y el crecimiento de la raiz primaria y el
desarrollo de las raices laterales en maiz (Zhang et al., 2022). Hou et al. (2019) informaron
que BRs regulan la longitud y el didmetro radical y participan en el desarrollo de raices
laterales en plantulas de trigo.

Las SLs son un grupo de fitohormonas terpenoides derivadas de carotenoides y
sintetizadas principalmente en las raices (Bajguz y Piotrowska-Niczyporuk, 2023). De
acuerdo con sus estructuras quimicas, se clasifican en dos categorias principales: canonicas y
no canodnicas. Las canoOnicas se caracterizan por la presencia de una estructura de lactona
triciclica formada por tres anillos (anillos A, B y C), unidos a un anillo butenélido (anillo D)
mediante un puente enol-éter, elemento estructural esencial para la expresion de su actividad
biologica en las plantas. En contraste, las no canodnicas carecen de la estructura tipica de los
anillos ABC (Bajguz y Piotrowska-Niczyporuk, 2023; Kapoor et al., 2024). Segin la
estereoquimica del anillo C, las SLs candnicas se subdividen en dos tipos: de tipo estrigol, con
orientacion B del anillo C, y de tipo orobanchol, con orientacion o (Tariq et al., 2023). La
biosintesis de las SLs se inicia en los cloroplastos a partir de precursores isoprenoides que

conducen a la formacion de carotenoides. Carlactona (CL) es el compuesto intermediario
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central en la biosintesis de SLs. Este compuesto es exportado al citosol y oxidado, dando
origen a diversas SLs candnicas y no canonicas (Yoneyama y Brewer, 2021; Wu et al., 2022a;
Tariq et al., 2023).

Las SLs intervienen en multiples procesos durante el crecimiento y desarrollo de las
plantas y, ademas, en la respuesta frente a condiciones ambientales adversas (Bajguz y
Piotrowska-Niczyporuk, 2023). Por otro lado, desempenan un rol clave en el desarrollo de las
raices, promoviendo el crecimiento de raices laterales y pelos radicales (Liao et al., 2025).
Estudios empleando mutantes deficientes en SLs y tratamientos exdgenos con analogos
sintéticos (GR24) demostraron que SLs participan en la regulacion de la arquitectura del
sistema radical al ejercer distintos efectos sobre el desarrollo en longitud de la raiz primaria y
raices laterales, elongacion de pelos radicales y formacion de raices adventicias (Rehman et
al., 2021; Jiu et al., 2022).

Una caracteristica muy importante de la red de interacciéon hormonal que se establece
entre las fitohormonas antes mencionadas frente a condiciones de estrés hidrico es que el
cambio en un componente de sefalizacion conlleva a cambios en otros componentes. Por lo
tanto, se torna interesante tanto desde el punto de vista basico como tecnologico el estudio de
la regulacion del desarrollo radicular por multiples fitohormonas bajo estrés hidrico como un
sistema integrado.

En adicién a las fitohormonas, otros reguladores del crecimiento vegetal (PGRs) no
hormonales tienen la capacidad de modular el desarrollo del sistema radical, entre ellos las
karrikinas (KARs), pequefias sustancias quimicas producidas a partir de la combustion de
material vegetal (De Cuyper et al., 2017; Ahmad et al., 2022). Su estructura basica (similar a
la de SLs) consiste en un anillo butendlido (anillo de cinco miembros con un doble enlace y
un grupo carbonilo, necesario para su actividad bioldgica) unido a un grupo metilado y una
cadena lateral que varia entre las diferentes formas (como KAR:, KAR2, KARs, etc.) (Ahmad
etal., 2022). Las KARs desempefian funciones clave en el desarrollo de las raices, influyendo
en caracteristicas tales como la longitud y la densidad de los pelos radicales, el diametro, la
rectitud y la inclinacién de la raiz (Antala, 2022; Deng et al., 2025). Los primeros estudios
demostraron que KARs ejercieron efectos positivos sobre la longitud radical en plantas de
arroz (Jamil et al., 2014) y maiz (Aslam et al., 2017). Asimismo, se inform6 que el tratamiento
con 200 ppm de KARs promovio la elongacién radical en garbanzo (Rehman et al., 2018) y
maiz (Aslam et al.,, 2019). Previamente, Baldrianovd et al. (2015) reportaron que el
tratamiento con KAR1 incremento la longitud de la raiz en plantulas de Arabidopsis. Por otro

lado, se ha reportado que la aplicacion exogena de estos compuestos en plantas podria
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incrementar la tolerancia a estreses abioticos como la sequia, principalmente mediante la
atenuacion del estrés oxidativo a nivel celular (Singh et al., 2023; Wang et al., 2025),
contribuyendo asi a mitigar los dafios inducidos por dicho estrés (Antala, 2022; Fang et al.,
2023; Deng et al., 2025). En este sentido, a nivel morfologico se ha reportado que aceleran la
germinacion, aumentan el crecimiento de las plantulas y regulan el movimiento estomatico y,
a nivel molecular, las KARs propician la expresion de genes sensibles al estrés, mantienen la
homeostasis redox celular y aumentan la acumulacién de compuestos protectores contra el
estrés, aumentando de esta forma la capacidad de la planta para tolerar el estrés abidtico
(Antala, 2022; Fang et al., 2023; Kamran et al., 2024).

En la actualidad, el uso de PGRs -tanto hormonales como no hormonales- se ha
incorporado en las précticas agricolas con el objetivo de obtener cultivos alimenticios de
mayor calidad para satisfacer las demandas de una poblacion mundial en constante
crecimiento (Fang et al., 2023). En este sentido, su aplicacion en la agricultura permite la
obtencion de multiples beneficios que conducen a un mayor rendimiento, un incremento en
la tolerancia frente a distintos tipos de estrés abidtico (entre ellos, el estrés hidrico) y una
mejora en las caracteristicas fisiologicas de los cultivos (Fig.10) (Desta y Amare, 2021;
Naeem y Aftab, 2022). Es por ello que dilucidar el efecto fisioldgico particular de cada PGR
en el alivio del estrés hidrico, asi como los mecanismos morfoldgicos, fisiologicos y
bioquimicos implicados en dicho proceso, se ha convertido en los tltimos afios en un foco
central de investigacion, lo cual aportard bases tendientes a optimizar estrategias que
mejoren la tolerancia de las plantas al estrés, particularmente en un cultivo de interés agricola

como el girasol (Feng et al., 2024).
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abscisico), GA;
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(brasinoesteroides). Adaptado de Feng et al., 2024.

Efectos del estrés hidrico sobre parametros bioquimicos

El ajuste osmético es una de las respuestas bioquimicas tipicamente observadas en

las plantas frente a condiciones de estrés hidrico, y el mismo se produce a través de la
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acumulacion de compuestos osmoprotectores y osmolitos que no interfieren con las
funciones ni las estructuras celulares (Mahmood et al., 2019; Verbeke et al., 2022). Entre
estos compuestos se encuentran: carbohidratos solubles, proteinas, aminodcidos libres,

glicina betaina y prolina (Ozturk et al., 2021; Haghpanah et al., 2024) (Tabla 1).

Tabla 1. Tabla resumen de los principales compuestos osmoprotectores y osmolitos, con ejemplos
de cada categoria y principales funciones de los mismos en plantas sometidas a estrés hidrico.
Adaptado de Ozturk et al., 2021.

Tipo Ejemplos Funciones principales ‘
LEA (abundantes en la Protecciéon de estructuras celulares,
Proteinas embriogénesis tardia), estabilizacién de membranas y
solubles dehidrinas, osmotinas, HSPs proteinas, defensa contra
(proteinas de choque desnaturalizacion.
térmico).
Glucosa, fructosa, sacarosa, Fuente de energia, sefializacion,
Aztcares fructanos, rafinosa, estabilizacién de membranas y
trehalosa, galactinol. proteinas.
Aztcares- Manitol, sorbitol, D-ononitol, Secuestro de Na*, eliminacién de
alcohol pinitol, mio-inositol, xilitol. radicales libres, proteccién de
(polioles) complejos enzimaticos.

Compuestos de

Glicina betaina, 3-alanina-

Estabilizacién de complejos

amonio betaina, dimetil-sulfonio- fotosintéticos, proteccion de
cuaternario propionato (DMSP). membranas y enzimas.
Regulaciéon del crecimiento,
Poliaminas Putrescina, espermidina, estabilizacién del ADN y de
espermina. membranas y neutralizacién de
especies reactivas de oxigeno
(EROs).
Aminoacidos Prolina, arginina, glutamato, Almacenamiento de carbono y
libres alanina. nitrégeno, estabilizacién de

proteinas, antioxidantes indirectos.

Desde un punto de vista funcional, el ajuste osmético desempefia dos funciones
distintas en la planta: osmorregulacion y osmoproteccion (Zivcak et al., 2016). La
osmorregulacion implica la reduccion del potencial osmético celular debido a la

acumulacion de compuestos osmoticamente activos, lo cual promueve la retencion de agua
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y mantiene la turgencia celular, crucial para diversos procesos metabdlicos y fisiologicos
(Ozturk et al., 2021). Por otro lado, la osmoproteccion se basa en la asociacion de solutos
compatibles con diferentes componentes celulares (Zivcak et al., 2016; Sharma et al., 2024).
Los compuestos osmoprotectores se acumulan principalmente en el citosol y cloroplastos, y
entre sus funciones, esté la de proteger la integridad de las membranas celulares y contribuir
a la estabilizacion de enzimas y proteinas de la desnaturalizacion ocasionada por el estrés
hidrico (Ozturk et al., 2021).

En las raices, el ajuste osmotico puede ser esencial para promover su crecimiento en
condiciones de déficit hidrico (Miranda et al., 2021). Un adecuado ajuste osmotico en los
tejidos radicales mantendra su potencial hidrico menor con respecto al del suelo,
manteniendo de esta manera el ingreso de agua hacia la planta (Bhutto et al., 2023). Ademas,
el mantenimiento de la turgencia celular es necesario para que se produzca la elongacion
radical e influye positivamente en el crecimiento de las raices (Zivcak et al., 2016).

Diversos estudios sefialan que los genotipos con tolerancia a la sequia exhiben una
mayor capacidad para resistir la deshidratacion gracias al ajuste osmotico, lo que contribuye
a una mejora del rendimiento en cultivos establecidos en ambientes propensos a la escasez
hidrica (Khan et al., 2018; Haghpanah et al., 2024). En girasol, Kosar et al. (2022) reportaron
una disminucion en la concentracion de proteinas solubles, mientras que los niveles de
prolina y glicina betaina incrementaron cuando las plantas fueron sometidas a tratamiento
de estrés hidrico.

Los carbohidratos solubles totales pueden ser definidos como azlcares no
estructurales solubles en agua, y comprenden monosacéridos (como glucosa y fructosa),
disacéridos (principalmente sacarosa), oligosacaridos (incluidos los fructanos) y, en ciertos
casos, azucares del tipo polioles o azlicares alcoholes, tales como el manitol (Dong et al.,
2023; Edmond et al., 2025). Estos compuestos desempefian funciones clave en las plantas
como reserva energética, antioxidantes, regulacion del crecimiento y desarrollo,
osmoproteccion, regulacion osmotica y sefializacion metabolica (Ozturk et al., 2021; Jeandet
et al., 2022). Asimismo, se encuentra reportado que poseen un rol crucial en la mejora de la
tolerancia a la sequia de las plantas (Tomasella et al., 2019; Li et al., 2020a, b). Dong et al.
(2023) observaron en su estudio un incremento de sacarosa, fructosa y glucosa durante etapas
criticas del cultivo de soja (plantula y floracién) ocasionado por el tratamiento de estrés
hidrico impuesto.

Algunos compuestos de amonio cuaternario, como la prolina y la glicina betaina, son

osmolitos cruciales sintetizados por las plantas bajo condiciones de estrés (Escalante-
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Magaia et al., 2019; Ozturk et al., 2021). La prolina es un aminoacido involucrado en
diversas funciones tales como la sintesis de proteinas, la estabilizacion de membranas y
macromoléculas, y la eliminacion de EROs a través de diversos mecanismos, como por
ejemplo el mantenimiento del equilibrio NADPH/NADP+ y GSH/GSSG en condiciones de
estrés (Furlan et al., 2020; Alvarez et al., 2022). Por otro lado, la glicina betaina es una
molécula organica de bajo peso molecular y altamente soluble, capaz de acumularse en el
aparato fotosintético (incluyendo cloroplastos y plastidos) (Ali et al.,, 2020a). Este
compuesto interviene en la proteccion de enzimas y membranas, y es responsable de la
estabilizacion del complejo pigmentario proteico PSII, a fin de mantener la eficiencia
fotosintética (Dikilitas et al., 2020; Ozturk et al., 2021; Jarin et al., 2024). A diferencia de la
prolina, la glicina betaina no estd involucrada directamente en la eliminacion de EROs, si
bien interviene en la proteccion de las células frente al dafo oxidativo (Kayak et al., 2023).

Ha sido reportado que tanto la prolina como la glicina betaina poseen la capacidad
de mitigar los efectos nocivos de multiples estreses abioticos y, ademds, promover la
adaptacion de las plantas particularmente a la sequia (Ghosh et al., 2022; Kayak et al, 2023;
Baroi et al., 2024). En este sentido, una mayor acumulacion de estos compuestos en los
tejidos vegetales se asocia de manera directa con la tolerancia de la planta al estrés por sequia
(Dikilitas et al., 2020; Basit et al., 2025). Recientemente ha sido informado que en plantas
de maiz un incremento en la concentracion enddgena de prolina y azucares contrarresto los
dafios morfo-fisiologicos y bioquimicos provocados por el estrés hidrico (Khan et al., 2025).
Por otro lado, Ashraf y Siddiqi (2024) reportaron en su estudio un aumento en el contenido
endogeno de prolina y glicina betaina en hojas de cuatro variedades de girasol luego de ser
sometidas a estrés hidrico por supresion de riego.

Las especies reactivas de oxigeno (EROs) son consideradas subproductos del
metabolismo aerobico de las plantas y se originan principalmente en los cloroplastos,
mitocondrias, peroxisomas, membranas plasmaticas, apoplastos y reticulo endoplasmico
(Huang et al., 2019; Dumanovi¢ et al., 2021). Entre ellas se encuentran distintos compuestos
tales como radicales aniénicos superoxidos (O27), oxigeno singlete (!0,), radicales
hidroxilos (-OH) y peroxido de hidrogeno (H20:), los cuales desempefian un rol crucial
como moléculas de sefializacion que intervienen en el crecimiento normal de las plantas y
en las respuestas al estrés (Huang et al., 2019; Wu et al., 2022b).

El H>O; constituye una de las EROs mads investigadas, debido a que su rol dual en
las plantas depende directamente de la concentracion en la que se acumule (Anjum et al.,

2022; Igbal et al., 2025). En este sentido, a niveles bajos, la presencia de H>O; en el apoplasto
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resulta fundamental para el crecimiento y desarrollo vegetal, ya que participa en procesos
clave como la diferenciacion del tejido xilematico, la polimerizacion y deposicion de lignina
en las paredes celulares, entre otros (Pandey et al., 2017; Rane et al., 2022). Asimismo,
debido a su elevada capacidad de difusion a través de las membranas bioldgicas, cumple un
rol destacado en la transduccion de senales intracelulares y en la activacion de diversas rutas
de respuesta (Cerny et al., 2018; Smirnoff y Arnadud, 2019). Particularmente en raices, ha
sido reportado que el H>O» interviene en mecanismos antioxidantes y favorece el equilibrio
redox, promoviendo el crecimiento radical (regula la actividad del meristema apical), la
absorcion de nutrientes y el desarrollo de estructuras como los pelos radicales (Liu et al.,
2024). En contraste, cuando las concentraciones de H>O: se incrementan de manera
excesiva, este compuesto adquiere un caracter nocivo que puede comprometer la viabilidad
de las células y ocasionar finalmente su muerte (Zheng et al., 2020; Rane et al., 2022). Su
toxicidad se basa en la inactivacion directa de enzimas mediante la oxidacion de residuos de
cisteina o metionina indispensables para la catélisis, sumado a su relativamente larga vida
util en comparacion con otras EROs, lo que prolonga su accion perjudicial (Dumanovic et
al., 2021; Zheng et al., 2025).

En las células vegetales, la homeostasis redox hace referencia al equilibrio entre la
produccion de EROs y la accion coordinada de diversos sistemas antioxidantes
(Hasanuzzaman et al., 2020; Cannea y Padiglia, 2025). Las plantas poseen distintos
mecanismos que involucran a antioxidantes, es decir, moléculas capaces de eliminar o inhibir
a los radicales libres con el fin de prevenir o evitar el dafio celular (Sood, 2025). Dichos
mecanismos pueden ser enzimaticos o no enzimaticos, y actian de forma sinérgica e
interconectada para regular el metabolismo de la planta y mantener un nivel 6ptimo de EROs
en las células (Hasanuzzaman et al., 2020; Wang et al., 2024). Los sistemas de defensa
antioxidante no enzimaticos estdn mediados principalmente por metabolitos de bajo peso
molecular tales como acido ascorbico, glutation, a-tocoferol, 3 carotenoides y flavonoides;
mientras que los antioxidantes enzimaticos incluyen distintas enzimas tales como superoxido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT), peroxidasa (POD), ascorbato peroxidasa (APX),
deshidroascorbato reductasas (DHAR), monodeshidroascorbato reductasas (MDHAR) y
glutation reductasas (GR) (Dvordk et al., 2021; Wu et al., 2022b). El ciclo ascorbato-
glutation (AsA-GSH) representa uno de los sistemas antioxidantes encargados de la
eliminacion del H2Oz en las plantas (Sood, 2025). Este mecanismo se basa en una serie de
reacciones enzimaticas acopladas que permiten la oxidacion y posterior regeneracion de

ascorbato (AsA) y glutation reducido (GSH), manteniendo asi el equilibrio redox celular
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(Mishra et al., 2023). En este ciclo participan enzimas clave como APX, MDHAR, DHAR
y GR, cuya accidn coordinada asegura la conversion del H>O» en agua y la preservacion de
los antioxidantes en su forma activa (Rajput et al., 2021). En este sentido, el ciclo AsA-GSH
no solo contribuye a la detoxificacion de EROs, sino que también desempeiia un papel
fundamental en la sefializacion redox y en la tolerancia de las plantas frente a condiciones
de estrés abiotico (Sood, 2025).

El GSH constituye uno de los antioxidantes no enzimaticos mas relevantes en el
metabolismo vegetal, localizdndose en diversos compartimentos celulares, tales como el
citosol, cloroplastos, reticulo endoplasmatico, vacuolas y mitocondrias (Hasanuzzaman et
al., 2017). Esta molécula, ademas de representar una importante reserva de azufre, cumple
funciones esenciales en multiples procesos bioldgicos, incluyendo el crecimiento y
desarrollo celular, la transduccion de sefiales, la sintesis de proteinas y acidos nucleicos, asi
como la regulacion de la expresion génica asociada a respuestas frente al estrés (Noctor et
al., 2024; Sood, 2025). En conjunto con su forma oxidada (GSSG), el GSH mantiene el
equilibrio redox intracelular, constituyendo un componente central en la defensa
antioxidante y siendo su papel mas destacado la regeneracion del &cido ascorbico a través
del ciclo Asc-GSH (Dumanovic et al., 2021; Mishra et al., 2023). Particularmente en raices,
se ha reportado que el GSH participa tanto en la modulacion de la arquitectura radical, asi
como en la sefalizacion entre la raiz y la parte aérea de las plantas; si bien se reconoce su
rol sobre el desarrollo radical, persisten vacios de conocimiento respecto a sus funciones
especificas en dicho proceso (Rai et al., 2023).

Un sistema de defensa eficiente asegura un balance apropiado entre la sintesis y la
eliminacion de EROs (Rao et al., 2025). No obstante, cuando este equilibrio se ve alterado
se produce una acumulacion excesiva de dichas moléculas, lo que desencadena un estrés de
tipo oxidativo (Panda et al., 2024; Rao et al., 2025). Se encuentra ampliamente documentado
que el estrés hidrico es capaz de inducir una sobreproduccion y acumulacion de EROs en las
células vegetales, lo cual puede conducir a estrés oxidativo y, en consecuencia, ocasionar
danos en diversas estructuras celulares como por ejemplo alteraciones en la composicion
lipidica de las membranas biologicas, dafios irreversibles en el ADN y finalmente, muerte

celular, entre otros efectos adversos (Sachdev et al., 2021; Kosar et al., 2022) (Fig. 11).
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Fig. 11. Efectos nocivos a nivel celular y molecular ocasionados por el estrés oxidativo en plantas.
Abreviaturas: EROs (especies reactivas de oxigeno). Adaptado de Hasanuzzaman et al., 2020.

En raices se ha demostrado que un desbalance en la homeostasis de EROs es capaz
de restringir el crecimiento de la raiz primaria, desencadenando la aparicién de raices
laterales y mejorando el crecimiento de pelos radicales (Mhamdi y Van Breusegem, 2018).
Por otro lado, el efecto nocivo de las EROs en los tejidos radicales puede afectar las
relaciones hidricas de la planta (An et al., 2018). Frente a una situacion de estrés abidtico, el
tejido radical es capaz de producir EROs, las cuales pueden actuar como moléculas sefiales,
aumentando o disminuyendo la conductividad hidraulica de la raiz, dependiendo de su
concentracion celular (Kaneko et al., 2015). En este sentido, el complejo EROs-sistema
antioxidante en condiciones de baja disponibilidad de agua interviene en la regulacion del
crecimiento y desarrollo de los érganos de la planta, incluidas las raices (Rane et al., 2022).

Uno de los efectos nocivos que el estrés oxidativo puede ocasionar a nivel bioquimico
es la peroxidacion lipidica, es decir, una alteracion en los acidos grasos que componen las

membranas biologicas de las células vegetales, comprometiendo la integridad y
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funcionamiento de las mismas (Hasanuzzaman et al., 2020; Valgimigli, 2023). El
malondialdehido (MDA) constituye un subproducto de la peroxidacioén de los lipidos de
membrana y se reconoce como un indicador fiable que permite estimar el nivel de dafio
oxidativo en tejidos de plantas sometidas a condiciones de estrés abiotico, tales como el
estrés hidrico (Huang et al., 2019; Morales y Munné-Bosch, 2024). Un aumento en la
concentracion de MDA se asocia directamente con la alteracion de la estructura y la pérdida
de funcionalidad de las membranas celulares, reflejando asi el grado de deterioro ocasionado
por la acumulacion excesiva de EROs (Jiang et al., 2022). Cechin et al. (2015) y Kosar et al.
(2022) reportaron un incremento en el contenido de MDA en hojas de plantas de girasol por
efecto del tratamiento de estrés hidrico aplicado.

En sintesis, la escasez de agua durante el crecimiento y desarrollo del cultivo
ocasiona alteraciones fisiologicas, morfo-anatomo-histolégicas y bioquimicas que se
traducen en una disminucion significativa del rendimiento (Hussain et al., 2018a; Deabeke
et al., 2021). Asimismo, el estrés hidrico compromete la calidad del aceite al reducir el
contenido lipidico por cipsela, limitar el rendimiento de frutos y modificar la composicion
de 4acidos grasos, lo que evidencia la relacion estrecha entre la disponibilidad hidrica y la

productividad del cultivo (Seleiman et al., 2019; Ghaffari et al., 2023).
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HIPOTESIS GENERAL

Brasinoesteroides, estrigolactonas y karrikinas desempefian un rol clave en la modulacion
del desarrollo del sistema radical de girasol en respuesta a estrés hidrico, a través de la accion
concertada con hormonas clasicas -auxinas, citocininas, giberelinas, acidos abscisico y

jasmonico-, especies reactivas de oxigeno y carbohidratos solubles.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar el rol de brasinoesteroides, estrigolactonas y karrikinas en la modulacién del
desarrollo del sistema radical de plantulas de lineas endocriadas de girasol en respuesta a
estrés hidrico, y analizar su interaccion con las hormonas ‘“clasicas” y compuestos

bioquimicos.
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HIPOTESIS ESPECIFICA N° 1

El estrés hidrico produce diferentes modificaciones morfo-anatomo-histologicas en el
sistema radical de plantulas de girasol de las lineas B59 y B71, sensible y tolerante a estrés

hidrico respectivamente.

OBJETIVO ESPECIFICO N° 1

Determinar y comparar caracteristicas morfoldgicas, anatomicas e histologicas de raices de
plantulas de las lineas endocriadas de girasol B59 y B71, crecidas en condiciones Optimas

de humedad y sometidas a estrés hidrico.

HIPOTESIS ESPECIFICA N° 2

En respuesta al estrés hidrico, el desarrollo del sistema radical de lineas endocriadas de girasol
estd regulado por un “crosstalk” entre diferentes PGRs hormonales y no hormonales, tales

como BRs, SLs y KARs.

OBJETIVO ESPECIFICO N° 2

Cuantificar los niveles endogenos de BRs, Aux, CKs, ABA, GAs y JA en raices de plantulas
de las lineas endocriadas de girasol, B59 y B71 cultivadas bajo condiciones Optimas de
humedad y sometidas a estrés hidrico. Ademas, evaluar el efecto de la aplicacion exdgena
de BRs, SLs y KARs sobre el contenido hormonal endogeno y su efecto fisioldgico sobre la

arquitectura del sistema radical, tanto en condiciones control como de estrés hidrico.
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HIPOTESIS ESPECIFICA N° 3

El ajuste osmoético (AO) que ocurre en lineas endocriadas de girasol se asocia con la

plasticidad de su sistema radical en respuesta al tratamiento de estrés hidrico.

OBJETIVO ESPECIFICO N° 3

Cuantificar la concentracion de solutos osmocompatibles y carbohidratos solubles totales en
raices de plantulas de las lineas endocriadas de girasol B59 y B71, crecidas en condiciones
optimas de humedad, sometidas a estrés hidrico y luego de la aplicacion exdgena de BRs,
SLs y KARs. Evaluar su probable interaccion fisioldgica con las fitohormonas “clasicas”
(Aux, CKs, GAs, ABA 'y JA) en la regulacion del desarrollo del sistema radical en respuesta

a estrés hidrico.

HIPOTESIS ESPECIFICA N° 4

Las especies reactivas de oxigeno (EROs) interaccionan con BRs, SLs y KARs en la
modulacién del desarrollo del sistema radical de plantulas de lineas endocriadas de girasol
crecidas bajo condiciones de estrés hidrico.

OBJETIVO ESPECIFICO N° 4

Evaluar el efecto de la aplicacion exdgena de BRs, SLs y KARs sobre el contenido de MDA,
H20, y GSH en raices de plantulas de las lineas endocriadas de girasol B59 y B71, crecidas

en condiciones Optimas de humedad y sometidas a estrés hidrico.
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Materiales y Métodos

Ensayos preliminares: Ver ANEXO 1.

Material vegetal
Se emplearon semillas de dos lineas endocriadas de girasol B59 y B71, caracterizadas como

sensible y tolerante a estrés hidrico, provistas por la Estacion Experimental Agropecuaria

(EEA)-INTA Manfredi.

Ensayo de pre-germinacion

Veinticinco semillas de cada linea, previamente desinfectadas con hipoclorito de sodio 3%,
fueron sembradas en bandejas conteniendo como soporte toallas de papel humedecidas a
saturacion con agua destilada. Las bandejas se cubrieron con bolsas de nylon y se colocaron
en Cuartos Ambientales Conviron PR48 programados con 8 h de oscuridad a 20 °C y 80% de
HR y 16 h de luz (160 pmol.m™. s') a 28 °C y 70% de HR para permitir su germinacioén por
el término de 48 h. Como criterio de germinacion se considerd la profusion de la radicula a
través del clamidocarpo. Se cosecharon las semillas germinadas que poseian una longitud

radical dentro del rango (X £ d). La experiencia se realizd por cuadriplicado.

Ensayos de crecimiento vegetativo (V4) y aplicacion de tratamientos

Las semillas germinadas a las 48 h se trasplantaron a macetas de plastico de 20 x 40 cm
conteniendo como sustrato una mezcla de arena gruesa, perlita y tierra (1:1:1) humedecida al
60% de capacidad de campo (c.c.). En cada maceta se sembro6 una semilla de cada linea y las
mismas se colocaron en los mismos Cuartos Ambientales Conviron PR48 programados con
las condiciones ambientales antes mencionadas. Se realizaron riegos con Hoagland 50% carga
i6nica cada 2 dias y al 10° dia postsiembra se inici6 la aplicacion de los siguientes
tratamientos: 1. Hoagland 50% carga idnica (control) durante 14 dias; 2. Hoagland
suplementado con manitol 265 mM (estrés hidrico moderado) durante 14 dias. La aplicacion
de Hoagland y Hoagland suplementado con manitol 265 mM se efectué6 mediante riego a
saturacion. A los 17 dias postsiembra, y subsecuentemente cada dos dias, se realizd la
aplicacion exdgena de los PGRs mediante aspersion foliar, empleando para ello soluciones de
GR24 (3 uM), BL (0,01 uM) y KAR2 (10 nM). Al momento de cosecha (estadio V4, a los 24
dias de edad de las plantulas), las plantulas se retiraron cuidadosamente de las macetas y se

seccionaron en parte aérea y parte radical. A las partes aéreas se les evalud el area foliar y el
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peso fresco. Posteriormente este material vegetal se llevo a estufa a 75°C hasta peso constante
a fin de obtener el peso seco. Por otro lado, el sistema de raices completo de cada plantula se
aislé y acondicion6 diferencialmente para las posteriores determinaciones. Parte de dichos
sistemas radicales fueron lavados inmediatamente con agua corriente a fin de quitar los restos
de sustrato y congelados en nitrogeno liquido, liofilizados y conservados a -20° C para las
determinaciones de fitohormonas y carbohidratos. Otros sistemas, fueron empleados como
material fresco para las determinaciones de prolina, glicina betaina, HoO>, GSH, MDA y
conservados en FAA para las determinaciones histoldgicas. Por ultimo, algunos sistemas
radicales se colocaron en una bandeja y cuidadosamente se desenredaron a fin de minimizar
su superposicion. Luego se tomaron fotografias y se realizaron distintas mediciones manuales
y mediante el empleo del software ImageJ y su complemento SmartRoot. Los parametros
determinados fueron: longitud de la raiz principal, superficie proyectada, superficie y diametro
medio de la raiz principal. Ademas, se cuantifico el nimero de raices laterales y el angulo de

insercion de las mismas, peso fresco y seco. Cada medicion se realizd por cuadruplicado.

Nota: el area foliar, y los pesos fresco y seco de las partes aéreas se determinaron para
corroborar el efecto del tratamiento de estrés hidrico impuesto, asi como de los reguladores

sobre el crecimiento de las plantulas.

Evaluacion de parametros morfo-anatomo-histologicos

Determinaciones morfologicas
Para la determinacion de drea foliar se realizaron mediciones no destructivas de la porcion
mas ancha de la hoja. Se calculd segiin Aguirrezabal et al. (1998) como sigue:
Y=0,8X + 0,697X>
Donde, se consider6 el ancho medio del segundo par de hojas como el valor de X, resultando

Y como la superficie de la hoja en cm?. La experiencia se realizo por cuadruplicado.

Para las determinaciones de biomasa, se evalu6 el peso fresco de parte aérea y parte radical.
Posteriormente, el material vegetal se colocd en estufa a 75°C hasta obtener peso seco
constante (bajo estas condiciones de secado).

La longitud de la raiz principal se registrdé de manera manual, empleando para ello una regla,

y la misma se considerd desde el cuello de la raiz hasta el 4pice radical.
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El numero de raices laterales y el angulo de insercion de las mismas también se cuantificd
en forma manual. En el caso del altimo parametro, se midi6 con transportador el angulo
formado por la raiz lateral con respecto a la raiz principal. La experiencia se realizd por

cuadruplicado.

La respuesta relativa de la biomasa radicular al estrés (RBRE) se determin6 segun la formula

de Quandahor et al. (2021) como sigue:

RBRE: (peso seco de raices de plantulas bajo estrés hidrico / peso seco de raices de

plantulas en condicion control) x 100

Determinaciones histologicas

Se seccionaron transversalmente las raices y se seleccionaron segmentos tanto de raiz
principal como de raices laterales. En el caso de la raiz principal, se selecciond un fragmento
de 10 mm de ancho tomado aproximadamente a 4 cm del cuello de la raiz; en cuanto a las
raices laterales, se tomaron dos fragmentos de 10 mm: uno incluyendo el apice y el otro, el
extremo opuesto. Todos los segmentos colectados se sumergieron en un liquido fijador (FAA:
etanol, 4cido acético, formol, y agua 50:5:10:35 v/v), y luego se los proceso con metodologias
habituales utilizadas para microscopia oOptica (Johansen, 1940; D"Ambrogio de Argiieso,
1986). Posteriormente se procedio a la deshidratacion de las muestras en soluciones de una
serie creciente de alcoholes, luego en una solucion de alcohol y xilol, para finalmente
incorporarlas en xilol 100%. Una vez deshidratadas, se fue reemplazando gradualmente el
xilol por parafina, hasta llegar a una solucion de parafina pura en estufa a 50-60°C. Se vertid
la parafina con las muestras en cajas de papel y fuera de estufa para lograr la solidificacion e
inclusion de las mismas, las cuales fueron luego seccionadas con bisturi. Se realizaron cortes
transversales de las raices incluidas en parafina con micrétomo de rotacion, logrando cortes
histologicos de 12 um. Luego los mismos fueron colocados en portaobjetos con agua destilada
y sobre una plancha a 30-40 °C para lograr la adhesion al portaobjetos. A fin de eliminar
completamente el agua, los portaobjetos conteniendo las muestras se secaron en estufa por un
periodo de al menos dos semanas. Transcurrido ese tiempo, se realizé la triple coloracion de
los preparados histologicos. Para ello, los preparados colocados en caja de Coplin se
sumergieron con diferentes soluciones de xilol y alcohol que permitieron retirar la parafina e

incorporar los colorantes especificos. Los colorantes de la triple coloracién empleados fueron
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hematoxilina, la cual tifie paredes primarias celuldsicas de violeta oscuro y nucleos de azul
oscuro, safranina que tifie paredes secundarias lignificadas de rojo intenso y también la
cuticula, y verde rapido, que tifie paredes celulares primarias celuldsicas no lignificadas de
celeste verdoso (D'Ambrogio de Argiieso, 1986). El medio de montaje utilizado fue DPX
(Dibutilftalato de Poliestireno Xileno), luego se colocé el cubreobjetos cuidadosamente y se
aplico presion con una aguja histologica para eliminar las burbujas formadas. Se secd en
posicion horizontal y posteriormente se procedio a su rotulado. Todos los pasos mencionados
se realizaron en el Laboratorio de Morfologia Vegetal, Departamento de Ciencias Naturales
de la Universidad Nacional de Rio Cuarto con el equipamiento especifico y siguiendo
protocolos de higiene y seguridad pertinentes.

Una vez obtenidos los preparados histologicos se observaron con microscopio binocular
Motic Panthera-L, equipado con camara y software Motic Images Plus 2.0. Luego, se
realizaron las siguientes mediciones: area total, area de la corteza, area del cilindro central,
numero y didmetro de vasos xilematicos.

Para la cuantificacion de las distintas areas se considerd a cada una de ellas como se describe
en la Fig. 12, donde A1 corresponde al area total y A2 al drea del cilindro central. El drea de

la corteza se obtuvo de la diferencia entre Al y A2.

Fig. 12. Corte histologico de una raiz principal donde se delimitan las secciones consideradas como
area total (A1) y area del cilindro central (A2).

34



Para la determinacion del nimero y didmetro de los vasos xilematicos, se seccion6 la imagen
en 4 cuadrantes iguales y se realizo el conteo de todos los vasos de mayor tamafio presentes
en uno de ellos (se selecciono el cuadrante con mayor integridad en sus tejidos) (Fig. 13).
Luego, se midio el diametro de los cinco vasos de mayor tamafio presentes en el mismo

cuadrante seleccionado anteriormente (Fig. 13).

Fig. 13. Corte histologico de una raiz principal donde se sefala la division en cuadrantes empleada
para el conteo y la medicion del didmetro de los vasos xilematicos.

Evaluacion de pardmetros fisiologicos

Extraccion, purificacion y cuantificacion de fitohormonas cldsicas

El contenido endogeno de fitohormonas (AIA, ZEA, JA, ABA y GAl) se determind a partir
de 200 mg de peso seco de raices de plantulas controles, estresadas y tratadas con PGRs segtin
protocolo de Durgbanshi et al. (2005) con modificaciones. Para ello, se homogeneizd el
material vegetal con 5 ml de agua deionizada (solvente de extraccion) y se lo trasvaso a un
tubo Falcon de 50 ml. Se adicionaron los estandares internos correspondientes a las
fitohormonas arriba mencionadas. Se homogeneiz6 cada muestra utilizando un ultraturrax
durante 20 s y luego se centrifug6 a 8000 rpm durante 15 min a 4°C. Se recogio el sobrenadante
y se ajustd el pH a 2,8-3,2 con 4&cido acético 30%. Se empled una doble particion liquido-

liquido con éter etilico y se recogieron las fases orgéanicas, llevandose a sequedad en
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evaporador rotativo, descartdndose las fases acuosas. Los extractos secos se resuspendieron
con 1,5 ml de metanol, filtraron empleando una camara de vacio a través de un filtro de jeringa
y se secaron en SpeedVac a temperatura ambiente.

Posteriormente, la identificacion y cuantificacion se realizé mediante Cromatografia Liquida
Espectrometria de Masas en Tandem (LC ESI/MS-MS). Para ellos, los extractos secos se
resuspendieron en 50 pL de metanol calidad HPLC para la purificacion mediante un
cromatografo Alliance (Waters, Inc., California, USA) equipado con una bomba cuaternaria
con auto inyector de muestra. Se utilizé una columna Resteck C18 (Resteck USA, 2,1 x 100
mm, 5 um) a 25°C, con un volumen de inyeccion de 10 pL. La elucién se llevo a cabo en
gradiente con un sistema de solvente binario: 0,2% HOAc en H>O (solvente B) / MeOH
(solvente A) a una velocidad de flujo de 200 pL min-1, procediendo con las siguientes
proporciones (v/v) de solvente A: (t (min), %A) :(0, 40), (25, 80). La identificacion y
cuantificaciéon se efectu6 mediante un espectrometro de masa de doble cuadrupolo
(Micromass Quatro Ultimat PT, Manchester City, UK). Todos los analisis se desarrollaron
utilizando una fuente de electrospray en modo de ionizacion negativo. La cuantificacion se
llevd a cabo por inyeccion de las muestras en modo MRM (Monitoreo de Reacciones
Multiples). La concentracion de cada hormona se obtuvo mediante curvas de calibracion para
el compuesto enddgeno y su estandar deuterado. Los valores se expresaron en pmol de
hormona por gr.PS™. Se utilizé el software MassLynx TM v.4.1 para los andlisis. Las

determinaciones se efectuaron a partir de cuatro extracciones independientes.

Extraccion, purificacion y cuantificacion de BRs

La extraccion y purificacion de los diferentes BRs se realizé segiin Oklestkova et al. (2017),
con modificaciones. Para ello, se extrajeron muestras de raices de plantulas de girasol
controles, estresadas y tratadas con PGRs (aproximadamente 5 mg PS) en acetonitrilo helado
(60%) y luego se centrifugaron. El sobrenadante se complement6 con una mezcla de
estandares internos de BRs que contenia 25 pmol de BRs marcados con ?H3 (OlIChemIm Ltd.
Olomouc, Republica Checa). Las muestras se purificaron a través de columnas Discovery
(Supelco, Bellefonte, PA EE. UU.) y columnas de inmunoafnidad (Laboratorio de
Reguladores del Crecimiento, Olomouc, Republica Checa, Oklestkova et al. 2017), se
evaporaron a sequedad y luego se resuspendieron en 40 pLL de metanol. El analisis de los BRs
se realizd mediante Cromatografia Liquida de Ultra Performance acoplada a Espectrometria
de Masas en Tandem (UHPLC-MS/MS; ACQUITY UPLC® I-Class System, Waters, Milford,

MA, EE. UU.) mediante el uso del espectrometro de masas de triple cuadrupolo Xevo™. TQ-
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S MS (Waters MS Technologies, Manchester, Reino Unido) segun Oklestkova et al. (2017) y

Tarkowska et al. (2016). Las determinaciones se realizaron por cuadruplicado.

Evaluacion de parametros bioquimicos

El contenido de carbohidratos solubles totales se determind a partir de 10 mg de peso seco
de raices de plantulas controles, estresadas y tratadas con PGRs, mediante la técnica
descripta por Albalasmeh et al. (2013) con modificaciones. La extraccion se realizd
empleando 1000 pL de acido tricloroacético. Luego el extracto se homogeneizo en vortex
durante 15 sy filtro en jeringa con filtros Millipore 0.45 pm. Se centrifugé a 10.000 rpm
durante 5 min. Se recogieron 1.200 uL de sobrenadante y se le adicionaron 3.600 uL de
acido sulfurico. Se agitd en vortex durante 30 s y se mantuvo en hielo por 2 min. Por tltimo,
se cuantifico espectrofotométricamente a través de medir la absorbancia a 315 nm, y
comparando la lectura obtenida con una curva patron realizada a partir de una solucion madre

de glucosa de 1 mg/ml.

La determinacion del contenido de prolina se realizd segun el protocolo de Bates (1973).
Para ello, 0,5 g de peso fresco de raices de plantulas controles, estresadas y tratadas con
PGRs se tritur6 en mortero con 2 ml de agua deionizada (solvente de extraccion). Los
extractos se transfirieron a tubos eppendorf de 2 ml y se incubaron a 95° C durante 30 min.
Luego se centrifugaron a 5000 rpm durante 10 min. Se recogieron 500 puL del sobrenadante
y se le agregaron 500 pL de citrato de sodio (0,2 M, pH 4,6) y 2 ml de reactivo de ninhidrina
(% p/v acético: agua, 60:40). Los tubos se incubaron a 95° C durante 60 min. Transcurrido
ese tiempo, las muestras se transfirieron a un bafio de hielo. Posteriormente, se afiadieron 2
ml de tolueno a cada tubo, se agito vigorosamente en vortex y se separaron las fases mediante
centrifugacion a 3000 rpm durante 10 min. Finalmente, se extrajo la fase organica de cada
una de las muestras y se midid la absorbancia en espectrofotometro a 520 nm. La
concentracion de prolina se obtuvo mediante una curva de calibracion. La experiencia se

realiz6 por cuadruplicado.

El contenido de glicina betaina se determin6 segun el protocolo de Grieve y Grattan (1983).
Para ello, 0,5 g de peso fresco de raices de plantulas controles, estresadas y tratadas con
PGRs se homogeneizo con 1,5 ml de agua deionizada (solvente de extraccion). Los extractos

se transfirieron a tubos eppendorf de 2 ml y se centrifugaron a 5000 rpm durante 15 miny a
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8000 rpm durante 5 min. Se tomaron 500 pL del sobrenadante, se colocaron en eppendorf
de 2 ml y se diluyeron 1/1 con H2SO4 2N. Luego, se adicionaron 400 pL del reactivo frio
KI-I>. Las muestras se almacenaron a 4° C durante 16 h y luego se centrifugaron a 10000
rpm durante 15 min. Se descarto el sobrenadante y se disolvieron los cristales de ioduro en
9 ml de 1,2 dicloroetano (1,2 DCE) agitando en vortex. Se dejaron reposar los tubos durante
2 h a temperatura ambiente. Transcurrido ese tiempo, se midié la absorbancia en
espectrofotometro a 365 nm. La concentracion de glicina betaina se obtuvo mediante una

curva de calibracion. La experiencia se realizo por cuadruplicado.

El contenido de perdxido de hidrogeno (H>0>) se determind segiin Singh et al. (2006). Para
ello, se homogeneizaron muestras de peso fresco (100 mg) de raices de plantulas control,
estresadas y tratadas con reguladores del crecimiento vegetal en nitrégeno liquido con TCA
al 0,1 % y se centrifugaron a 12.000 g durante 15 min. Posteriormente, se afiadieron 0,5 ml
de buffer fosfato 10 mM (pH 7,0) y 1 ml de yoduro de potasio 1 M a 0,5 ml del sobrenadante.
Tras un breve reposo de la reaccion, se registrd la absorbancia a 390 nm con un
espectrofotometro UV-Vis. El contenido de H>O; se cuantificdé mediante un coeficiente de
extincion de 0,28 mM™ cm™ y se expres6 como umol. g' de peso fresco. Las

determinaciones se efectuaron por cuadruplicado.

El contenido de glutation reducido (GSH) se estim6 segun el protocolo de Akerboom et al.
(1981) incubando 100 pL de muestra (proveniente de peso fresco de raices de plantulas
control, estresadas y tratadas con PGRs) con tampon fosfato (H2PO4/KoHPO4 0,5 M), el cual
contenia 0,1 g de acido ascorbico y 0,05 g de acido glioxilico (pH 6,8), por el término de 5
min a 60°, después de lo cual se aclar6 rapidamente. Se afiadid reactivo de Ellman
previamente enfriado en hielo (solucion de DTNB, 0,100 ml) a todos los tubos, se mezclo y
luego se centrifug6 a 11.000 rpm durante 5 min. Luego se midi6 la absorbancia a 412 nm.
Se utilizé un tubo control conteniendo solo el buffer y una solucion madre de GSH 4 mM
que se diluy6 1:10. Los resultados se expresaron en nmol de GSH.g™! de peso fresco. Las

determinaciones se efectuaron por cuadruplicado.

De acuerdo con Heath y Packer (1968), la peroxidacion lipidica se determind como la
cantidad de malondialdehido (MDA) obtenida por la reaccion del acido tiobarbiturico
(TBA). Se homogeneizo tejido fresco (200 mg) de raices de plantulas control, estresadas y

tratadas con PGRs con 400 pL de buffer de extraccion (Tris-CIH 50 mM, pH: 7,5 + EDTA
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0,1 mM + Tritéon 0,2 %). Los tubos se centrifugaron a 10.000 rpm durante 30 min. Los
sobrenadantes se mezclaron con volumenes iguales de TCA al 20 % que contenia TBA al
0,5 % (p/v), se incubaron a 95 °C durante 15 min. y se enfriaron rdpidamente en hielo. Los
homogenatos se centrifugaron a 2.000 rpm durante 1 min. y posteriormente se midi6 la
absorbancia a 532 nm. La concentracion de MDA se expresd como mmol. g”! de peso fresco.

Las determinaciones se efectuaron por cuadruplicado.

Analisis estadistico

Se utilizd un disefio experimental completamente aleatorizado con arreglo factorial y 4
repeticiones temporales. Los factores considerados fueron: linea endocriada, condicion
hidrica y tratamiento con los reguladores del crecimiento vegetal. Los datos de las distintas
determinaciones fueron analizados con el software Infostat (Di Rienzo et al., 2014),
empleando ANOVA considerando los efectos principales de cada factor y las interacciones
entre ellos (dobles y triple). Se empleo a posteriori un test de Rangos Multiples de diferencias

minimas significativas (LSD de Fisher; P < 0,05).
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Resultados

Parametros morfologicos

En la condicién control, la linea B59 evidenci6 una mayor area foliar que B71 (Fig. 14). Para
ambas lineas se detectaron disminuciones significativas en este parametro cuando las
plantulas fueron sometidas a estrés hidrico moderado, resultando méas pronunciado en B71
(1,82 veces en B71 y 1,15 en B59). En relacion al area foliar de las plantulas crecidas en
condicién control, la aplicaciéon de BL y KAR2 ocasion6 un aumento en plantulas B59. En
el caso de la linea B71, las plantulas tratadas con GR24 y KAR2 presentaron una mayor area
foliar comparado con aquellas sin tratar. Las plantulas estresadas de la linea B59
evidenciaron una mayor area luego de ser tratadas con GR24 y BL mientras que las de la

linea B71, solo luego de la aplicacion de GR24 (Fig. 14).

40

a
a
T Control
30 b b
E -t.)- _tz T GR24
o o mBL
= T
8 20 d B KAR2
2 d I :
© Estrés
) e
S
< f ; E+GR24
10 f -
g W E+BL
-] g8 g
I ' i W E+KAR2
0
B59 B71

Fig. 14. Area foliar de plantulas de las lineas endocriadas B59 y B71 controles, estresadas y tratadas
con GR24 (3 uM); BL (0,01 uM) o KAR2 (10 nM) (n=4+£SE). Letras diferentes indican diferencias
significativas a p<0,05.

En cuanto al peso fresco de la parte aérea, bajo la condicion control, la linea BS9 mostr6 un
mayor peso respecto a B71 (Fig. 15). En las dos lineas endocriadas se detectaron
disminuciones significativas en dicho pardmetro luego de que las plantulas fueron sometidas
a estrés hidrico moderado, siendo levemente mas notable en la linea B71 (2,37 veces en B71
y 1,67 en B59). Bajo condicion de crecimiento control, el peso fresco de la parte aérea mostrod

un aumento significativo cuando las plantulas de la linea B59 fueron tratadas con BL, y una
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reduccion significativa cuando se aplico GR24. En la parte aérea de las plantulas de la linea
B71 no se observo efecto de ninguno de los tratamientos aplicados. Luego de la aplicacion
del tratamiento de estrés hidrico, en el caso de la linea B59, se observd un aumento en este
parametro ocasionado por la aplicacion de GR24 y KAR2. En las plantulas estresadas de la
linea B71, se registraron leves aumentos no significativos con la aplicacion de los tres PGRs

(Fig. 15).
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Fig. 15. Peso fresco de parte aérea de plantulas de las lineas endocriadas B59 y B71 controles,
estresadas y tratadas con GR24 (3 uM); BL (0,01 uM) o KAR2 (10 nM) (n=4+SE). Letras diferentes
indican diferencias significativas a p<0,05.

Peso fresco parte aérea (g)

Se observd el mayor peso seco en la parte aérea de plantulas de la linea B59 en condicion
control (Fig. 16). En la linea B71, este pardmetro disminuy¢ significativamente (2,06 veces)
cuando las plantulas fueron sometidas al tratamiento de estrés hidrico, mientras que para
B59 no se registraron cambios significativos. El peso seco de la parte aérea de las plantulas
B59 crecidas bajo condicion control evidencid un aumento significativo en aquellas tratadas
con BL, y una reduccion en las de B71 tratadas con KAR2. Sélo la aplicacion de GR24 a las
plantulas estresadas de B59 ocasion6 un incremento en el peso seco de sus partes aéreas. En
el caso de las plantulas B71 no se observaron cambios estadisticamente significativos luego

de la aplicacion de los PGRs evaluados en este estudio (Fig. 16).
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Fig. 16. Peso seco de parte aérea de plantulas de las lineas endocriadas B59 y B71 controles,
estresadas y tratadas con GR24 (3 uM); BL (0,01 uM) o KAR2 (10 nM) (n=4+SE). Letras diferentes
indican diferencias significativas a p<0,05.
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Respecto al peso fresco de las raices, las pertenecientes a la linea B59 presentd un mayor
valor comparado con la parte radical de la linea B71 en condiciones control (Fig. 17). A
consecuencia del estrés hidrico impuesto, se registré una disminucion de este parametro en
la linea B59, en tanto que las raices de B71 no mostraron variacion en su peso fresco (Fig.
17). Bajo condicién control, se registré que la aplicacion de KAR2 incrementd dicho
parametro en ambas lineas, mientras que la aplicacion de GR24 ocasion6 una disminucion
en B59. Por otro lado, los tratamientos con GR24 y BL produjeron un incremento
significativo en dicho parametro en las raices de plantulas estresadas de la linea BS59,
mientras que en raices de la linea B71 dicho efecto fue observado tras la aplicacion de GR24

y KAR2 (Fig. 17).
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Fig. 17. Peso fresco de raices de plantulas de las lineas endocriadas B59 y B71 controles, estresadas
y tratadas con GR24 (3 uM); BL (0,01 uM) o KAR2 (10 nM) (n=4% SE). Letras diferentes indican
diferencias significativas a p<(0,05.

Bajo condicion control de crecimiento, la linea B59 presentd un mayor valor de peso seco
en la parte radical (Fig. 18). Por efecto del estrés hidrico, un aumento significativo en este
parametro fue registrado para ambas lineas, siendo mayor en B59 (1,40 veces en B59y 1,29
veces en B71). La aplicacion de los tres PGRs aument6 el peso seco de las raices de las
plantulas B59 crecidas en condicidn control, en tanto que dichos compuestos no produjeron
efectos significativos en las raices de plantulas B71. Por otro lado, se observé un aumento
en el peso seco de las raices en plantulas estresadas de ambas lineas posterior a la aplicacion

de los tres PGRs, siendo KAR2 el regulador que ocasion6 el mayor incremento (Fig. 18).
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Fig. 18. Peso seco de raices de plantulas de las lineas endocriadas B59 y B71 controles, estresadas y
tratadas con GR24 (3 uM); BL (0,01 uM) o KAR2 (10 nM) (n=4+ SE). Letras diferentes indican
diferencias significativas a p<(0,05.

Peso seco de raices (g)

En cuanto a la longitud de la raiz principal, en la condicién control, la linea B71 presento
una longitud mayor que la linea B59 (Fig. 19). En ambas lineas, este pardmetro disminuy6
de forma significativa cuando las plantulas fueron sometidas a estrés hidrico. Dicha
disminucién fue més pronunciada en la linea B59 comparada con B71 (1,46 y 1,34 veces,
respectivamente). Por otro lado, se observo que en plantulas control de ambas lineas
endocriadas la aplicacion de GR24 y KAR2 ocasion6 una disminucidn en este parametro,
mientras que en B59 este efecto se detectd también, luego de la aplicacion de BL. Posterior
al tratamiento de estrés hidrico, los tres PGRs indujeron una disminucion significativa en la
longitud de la raiz principal de B59. En las raices de B71, solo la aplicacion de KAR2 causo

una reduccion significativa en dicho parametro (Fig. 19).
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Fig. 19. Longitud de raiz principal en raices de plantulas de las lineas endocriadas B59 y B71
controles, estresadas y tratadas con GR24 (3 uM); BL (0,01 uM) o KAR2 (10 nM) (n=4% SE). Letras
diferentes indican diferencias significativas a p<0,05.
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Longitud de raiz principal (cm)

La linea B71 present6 el mayor valor en cuanto a la superficie de la raiz principal en
condiciones control (Fig. 20). Luego de la aplicacion del estrés hidrico, un incremento
estadisticamente significativo fue detectado en este parametro en ambas lineas endocriadas,
siendo mas notorio en la linea B59 (1,50 veces en B59 y 1,24 en B71). La superficie de la
raiz principal evidencié un aumento en plantulas B71 crecidas en condicion control posterior
ala aplicacion de BL; por el contrario, GR24 y KAR2 ocasionaron una disminucién en dicho
parametro. En las raices B59 la aplicacion tanto de BL como de KAR2 provocod una
reduccion en la superficie de la raiz principal. En plantulas estresadas, una disminucién en
dicho parametro fue detectada en la linea B59 tras la aplicacion de los tres PGRs. En
plantulas de la linea B71, tal efecto fue registrado luego de la aplicacion de GR24 y KAR2
(Fig. 20).
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Fig. 20. Superficie de la raiz principal de plantulas de las lineas endocriadas B59 y B71 controles,

estresadas y tratadas con GR24 (3 uM); BL (0,01 uM) o KAR2 (10 nM) (n=4+ SE). Letras diferentes
indican diferencias significativas a p<0,05.
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En condicion control, la linea B71 mostr6 la mayor superficie proyectada de la raiz principal
(Fig. 21). En respuesta a estrés hidrico, ambas lineas endocriadas evidenciaron un aumento
significativo en dicho pardmetro de 1,58 y 1,40 veces para B71 y B59 respectivamente. Por
otro lado, se registr6 un incremento significativo en la superficie proyectada de la raiz
principal en plantulas de la linea B59 luego de la aplicacion de GR24 bajo condicion de
crecimiento control. En las raices de B71, este parametro disminuyd por efecto de GR24 y
KAR2. Por otro lado, la superficie proyectada de las raices principales de plantulas

estresadas de ambas lineas sufrid una reduccion significativa posteriormente a la aplicacion

de los tres PGRs (Fig. 21).
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Fig. 21. Superficie proyectada de la raiz principal de plantulas de las lineas endocriadas B59 y B71
controles, estresadas y tratadas con GR24 (3 uM); BL (0,01 uM) o KAR2 (10 nM) (n=4% SE). Letras
diferentes indican diferencias significativas a p<0,05.

En lo que respecta al didmetro medio de la raiz principal, este parametro fue superior en B71
en condiciones control (Fig. 22). Cuando las plantulas fueron sometidas a estrés hidrico, se
registré un aumento significativo del didmetro en B59 (1,75 veces), mientras que, por el
contrario, una disminucion significativa fue observada en B71 (1,16). Se registraron
modificaciones significativas en el diametro medio de la raiz principal solo en plantulas
control de la linea B71, donde la aplicacion de GR24 y KAR?2 disminuy6 este pardametro. En
las plantulas estresadas de la linea B59, la aplicacion exogena de los tres PGRs ocasiond una
disminucion en el didmetro medio de la raiz principal, siendo KAR2 la que redujo este
parametro en mayor medida. Por otro lado, en la raiz principal de las plantulas estresadas
B71 se registr6 un incremento significativo en el didmetro medio ocasionado por la

aplicacion de BL y, por el contrario, una disminucion cuando se aplico KAR2 (Fig. 22).
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Fig. 22. Diametro medio de la raiz principal de plantulas de las lineas endocriadas B59 y B71
controles, estresadas y tratadas con GR24 (3 uM); BL (0,01 uM) o KAR2 (10 nM) (n=4% SE). Letras
diferentes indican diferencias significativas a p<0,05.

Se observo un aumento significativo de 1,23 veces en el angulo de insercion de raices
laterales en la linea B59 cuando las plantulas fueron sometidas a estrés hidrico moderado
(Fig. 23). Contrariamente, en plantulas de la linea B71 fue registrada una disminucion
significativa de 1,19 veces en dicho pardmetro por efecto del estrés hidrico impuesto. La
aplicacion exogena de los distintos PGRs no produjo modificaciones significativas en el
angulo de insercion de raices laterales en las plantulas de ambas lineas crecidas bajo
condicion control. Por otro lado, en plantulas estresadas, aquellas pertenecientes a B59
evidenciaron un menor angulo de insercion de las raices laterales posterior a la aplicacion de
GR24 y BL. Contrariamente, las plantulas de la linea B71 no mostraron cambios tras la

aplicacion de los PGRs (Fig. 23).
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Fig. 23. Angulo de insercion de raices laterales de plantulas de las lineas endocriadas B59 y B71
controles, estresadas y tratadas con GR24 (3 uM); BL (0,01 uM) o KAR2 (10 nM) (n=4% SE). Letras
diferentes indican diferencias significativas a p<0,05.
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En B59, una disminucion significativa de 1,3 veces fue registrada por efecto del tratamiento
de estrés hidrico en el nimero de raices laterales (Fig. 24). Por el contrario, se observo un
leve incremento en este pardmetro en las plantulas pertenecientes a la linea B71. Bajo
condicion control, una disminucion significativa en el nimero de raices laterales de plantulas
de la linea B59 se registro6 tras la aplicacion de BL, en tanto que GR24 produjo dicho efecto
en B71. Este parametro disminuyé significativamente en plantulas de las dos lineas
sometidas a tratamiento de estrés hidrico y posterior aplicacion de GR24 y BL, mientras que

KAR?2 lo indujo s6lo en plantulas de B71 (Fig. 24).
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Fig. 24. Numero de raices laterales de plantulas de las lineas endocriadas B59 y B71 controles,
estresadas y tratadas con GR24 (3 uM); BL (0,01 uM) o KAR2 (10 nM) (n=4+ SE). Letras diferentes
indican diferencias significativas a p<0,05.

En cuanto a la respuesta relativa de la biomasa radical al estrés, un mayor crecimiento en las

raices de ambas lineas se observo producto de la aplicacion de los PGRs en relacion a las

plantulas sin tratar (Fig. 25). Cabe destacar que la aplicaciéon de BL resultd en una mejor

respuesta en las raices de B59, mientras que KAR?2 fue mas efectivo en la respuesta de raices

B71 (Fig. 25).
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Fig. 25. Respuesta relativa de la biomasa radical al estrés de plantulas de las lineas endocriadas B59
y B71 sin aplicacion de PGRs y tratadas con GR24 (3 uM); BL (0,01 uM) o KAR2 (10 nM) (n=4+
SE). Letras diferentes indican diferencias significativas a p<0,05.
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Control ‘ Estrés Hidrico

Fig. 26. Fotografia representativa de plantulas de girasol de la linea B59 de 24 dias de edad crecidas
en condicion control y bajo estrés hidrico.

Sin aplicacion

Fig. 27. Fotografias representativas de plantulas de girasol de la linea B59 de 24 dias de edad crecidas bajo

estrés hidrico y tratadas con los distintos PGRs.
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Fig. 28. Fotografia representativa de plantulas de girasol de la linea B71 de 24 dias de edad crecidas
en condicion control y bajo estrés hidrico.

Sin aplicacion

Fig. 29. Fotografias representativas de plantulas de girasol de la linea B71 de 24 dias de edad crecidas
bajo estrés hidrico y tratadas con los distintos PGRs.

Parametros histologicos

Nota: Las fotografias empleadas en las comparativas de raices fueron seleccionadas por ser
representativas de cada tratamiento y por presentar la mejor calidad de imagen. No obstante,
las mediciones se realizaron a partir del analisis de multiples imagenes correspondientes a
cada muestra.
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En los distintos preparados histoldgicos analizados se observo que ambas lineas presentaron
una estructura radical triarca. En cuanto a la raiz principal, la presencia de crecimiento
secundario en ambas lineas fue detectada tanto en condiciones control como frente a estrés
hidrico. En plantulas control, la raiz principal de B71 presenté mayores valores de area total,
area del cilindro central y area de la corteza comparado con aquellas pertenecientes a la linea
B59 (Tabla 2 y Fig. 32). Ademas, la raiz principal de la linea B71 se caracterizo por presentar
un mayor numero de vasos xilematicos que B59 y, ademas, de didmetro superior y
lignificados (Fig. 34 y 35). El tratamiento de estrés hidrico aplicado ocasion6 una reduccion
en el area de la corteza de la raiz principal de plantulas de ambas lineas endocriadas, mientras
que el area total y el area del cilindro central solo se redujo significativamente en B71 (Tabla
2 y Fig. 32). Por otro lado, se observo un incremento significativo en el nlimero, pero no en
el didmetro de los vasos xilematicos de la raiz principal de B59 (Fig. 34 y 35).
Contrariamente y por efecto del estrés hidrico aplicado, la raiz principal de B71 mostr6 un
menor nimero de vasos xilematicos de didmetro reducido en comparacion con su respectivo
control (Fig.34 y 35). En este sentido, bajo nuestras condiciones experimentales de estrés
hidrico, la raiz principal de la linea B71 evidenci6 el mayor numero de vasos xilematicos,
pero con un menor diametro en comparacion con la linea B59; en tanto que la raiz principal
de B59 se caracterizo por presentar un mayor diametro de vasos xilematicos (Fig. 34 y 35).
Cuando se aplicaron los PGRs a las plantulas controles, se observd en B59 un incremento
en el area total y del cilindro central, ademés de un incremento en el numero de vasos
xilematicos luego de la aplicacion de KAR2 mientras que, la aplicacion de BL ocasion6 una
reduccion en el area total y de la corteza (Tabla 2 y Fig. 30 y 31). En el caso de las raices de
B71, se observd una disminucion de las areas cuantificadas, y en el nimero y didmetro de
los vasos xilematicos luego de la aplicacion de los tres PGRs (Tabla 2 y Fig. 30 y 31). En
cuanto a las plantulas estresadas, se detectd que la raiz principal de aquellas pertenecientes
a B59 presentaron un tejido xilematico con elementos maduros (al parecer mas engrosados)
(Fig. 30 y 31). Ademas, la aplicacion de GR24 y KAR2 en raices estresadas de esta linea
ocasiono un incremento en el area total, area del cilindro central y area de la corteza de la
raiz principal mientras que, contrariamente, la aplicacion de BL no ocasion6 modificaciones
en las areas cuantificadas (Tabla 2). En cuanto al nimero de vasos del tejido xilematico, se
observo un incremento en dicho pardmetro por efecto de KAR2 en plantulas estresadas de
esta linea mientras que, la aplicacion de GR24 y BL ocasion6 una reduccion en el didmetro

de los elementos de conduccion (Fig. 34 y 35).
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Las raices de plantulas estresadas de B71 luego de ser tratadas con los PGRs también
presentaron elementos maduros y con mayor engrosamiento de las paredes de los vasos
xilematicos (Fig. 32 y 33). La aplicacion de GR24 y BL en estas raices ocasion6 una leve
disminucién en el area total y de la corteza, y una reduccion significativa en el area del
cilindro central. Tras la aplicacion de KAR2 las tres areas cuantificadas en la raiz principal
de pléntulas estresadas B71 sufrieron un descenso importante (Tabla 2). Ademas, el
tratamiento con los tres PGRs ocasiond una disminucion en el nimero de vasos xilematicos
mientras que, una reduccion significativa en el diametro de dichos elementos se evidencio

luego de la aplicacion de BL (Fig. 34 y 35).

Control

Sin aplicacion GR24 BL KAR2

B59 s T

Estrés
=

w‘umt' p \w;n . 600 pm ‘ mjln ‘
Sin aplicacion GR24 BL KAR2

Fig. 30. Cortes histologicos de la raiz principal de plantulas de la linea endocriada B59: controles,
estresadas y tratadas con GR24 (3 uM); BL (0,01 uM) o KAR2 (10 nM).
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Fig. 31. Cortes histologicos en detalle del cilindro central la raiz principal de plantulas de la linea
endocriada B59: controles, estresadas y tratadas con GR24 (3 uM); BL (0,01 uM) o KAR2 (10 nM).
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Fig. 32. Cortes histologicos de la raiz principal de plantulas de la linea endocriada B71: controles,
estresadas y tratadas con GR24 (3 uM); BL (0,01 uM) o KAR2 (10 nM).
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Fig. 33. Cortes histologicos en detalle del cilindro central de la raiz principal de plantulas de la linea
endocriada B71: controles, estresadas y tratadas con GR24 (3 uM); BL (0,01 uM) o KAR2 (10 nM).

Tabla 2. Area total, area del cilindro central, y 4rea de la corteza de la raiz principal de plantulas de las lineas
endocriadas B59 y B71 controles, estresadas y tratadas con GR24 (3 uM); BL (0,01 uM) o0 KAR2 (10 nM) (n=4+
SE). Letras diferentes indican diferencias significativas a p<0,05 en cada columna.

B59

B71

Sin tratar

GR24
Control BL

KAR2
Sin tratar

GR24
Hidrico BL

Estrés

KAR2
Sin tratar
GR24
Control BL
KAR2
Sin tratar

GR24
Hidrico BL

Estrés

KAR2

231524,83 + 37809
279747,62 + 118706
135896,13 +39322
381620,95 + 95753
164230,41 + 2546
231798,81 +23032
117683,73 + 15413
569336,95 £ 41158
629579,85 £ 77392
129340,02 + 8766
225479,67 £ 13725
294298,74 + 54026
294215,92 + 6960
256366,48 + 13623
215834,69 + 14745
148076,22 + 2085

o

e o o

d

78748,58 + 20733
74476,18 + 28564
42366,11 + 18335
199728,72 + 62340
60259,69 + 3147
65625,31 + 14558
3444377 + 2747
250747,035 + 8070
364092,14 + 42198
49461,835 + 3122
84328,92 + 7240
98724,67 + 10698
151217,87 + 10336
10424821 + 19878
79789,52 + 4915
67957,11 + 1463

(S

152776,25 £ 17137
205271,44 £ 90147
93530,02 £ 21195
181892,23 + 34030
103970,71 + 2908
166185,5 + 8512
83239,96 + 17675
339894,67 + 10159
265487,72 + 36763
79878,18 + 5644
141150,76 = 7270
195574,07 = 43710
142998,04 + 4029
140681,43 + 11974
136045,17 + 18400
80119,12 + 3271
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Fig. 34. Numero de vasos xilematicos de raiz principal de plantulas de las lineas endocriadas de
girasol B59 y B71 controles, estresadas y tratadas con GR24 (3 uM); BL (0,01 uM) o KAR2 (10 nM)
(n=4% SE). Letras diferentes indican diferencias significativas a p<0,05.
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Fig. 35. Diametro de vasos xilematicos de raiz principal de plantulas de las lineas endocriadas de
girasol B59 y B71 controles, estresadas y tratadas con GR24 (3 uM); BL (0,01 uM) o KAR2 (10 nM)
(n=4% SE). Letras diferentes indican diferencias significativas a p<0,05.

En relacion con las raices laterales, aquellas pertenecientes a plantulas B71 crecidas bajo
condiciones control presentaron los mayores valores de drea total y area de la corteza; las

raices laterales de B59 evidenciaron la mayor éarea de cilindro central (Tabla 3). Luego del
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tratamiento de estrés hidrico, una respuesta diferencial en las raices laterales de ambas lineas
en estudio fue detectada: las plantulas estresadas de B59 evidenciaron un aumento en el area
total y en el area de la corteza, con una disminucion significativa en el area del cilindro
central (Tabla 3 y Fig. 36). En el caso de B71, se observé una disminucion significativa en
las tres areas cuantificadas por efecto del tratamiento de estrés hidrico aplicado (Tabla 3 y
Fig. 38). Cuando se aplicaron los PGRs en plantulas controles, se observo un incremento en
el area total y de la corteza ocasionado por la aplicacion de KAR2 en raices laterales de B59
y a su vez, una disminucién en el area del cilindro central luego de la aplicacion de los tres
reguladores (Tabla 3). En el caso de B71, el area total y de la corteza evidenciaron una
reduccion debido a la aplicacion de los tres PGRs mientras que, el area del cilindro central
incremento luego de la aplicacion de KAR2 (Tabla 3). En cuanto a las raices laterales de
plantulas estresadas de B59 tratadas con los PGRs mostraron células poco diferenciadas y
abundancia de tejido parenquimatico (Fig. 36 y 37), mientras que en las de B71 se observo
la presencia de elementos de conduccion lignificados (Fig. 38 y 39). La aplicacion exdgena
de GR24 en plantulas estresadas ocasion6 un aumento en las tres dreas analizadas en las
raices laterales de la linea B59, mientras que en B71 caus6 disminucion. Luego de la
aplicacion exdgena de BL, se observd un aumento significativo en el area del cilindro central
de las raices laterales de B59 y una disminucion en las raices de B71. Por ultimo, la
aplicacion de KAR2 en plantulas estresadas provocod una reduccidon en las tres areas

cuantificadas de las raices laterales de ambas lineas endocriadas en estudio (Tabla 3).
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Sin aplicacion GR24

BL KAR2

Fig. 36. Cortes histologicos de las raices laterales de plantulas de la linea endocriada B59: controles,
estresadas y tratadas con GR24 (3 uM); BL (0,01 uM) o KAR2 (10 nM).

Control

B59

Estrés

Sin aplicacién

GR24 BL

KAR2

Fig. 37. Cortes histologicos en detalle del cilindro central de las raices laterales de plantulas de la linea
endocriada B59: controles, estresadas y tratadas con GR24 (3 uM); BL (0,01 uM) o KAR2 (10 nM).
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Control

Sin aplicacion GR24

BL
B71

Estrés

Sin aplicacion GR24 BL

Fig. 38. Cortes histologicos de las raices laterales de plantulas de la linea endocriada B71: controles,
estresadas y tratadas con GR24 (3 uM); BL (0,01 uM) o KAR2 (10 nM).

Control

B71

Estrés

Sin aplicacién

Fig. 39. Cortes histologicos en detalle del cilindro central de las raices laterales de plantulas de la linea
endocriada B71: controles, estresadas y tratadas con GR24 (3 uM); BL (0,01 uM) o KAR2 (10 nM).
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Tabla 3. Area total, area del cilindro central, y area de la corteza de las raices laterales de plantulas de las lineas
endocriadas B59 y B71 controles, estresadas y tratadas con GR24 (3 uM); BL (0,01 uM) o KAR2 (10 nM) (n=4+
SE). Letras diferentes indican diferencias significativas a p<0,05 en cada columna.

Cond,

Linea Hidrica

Control

B59

Estrés

Hidrico

Raiz Lateral

Control

B71

Estrés

Hidrico

Tratamiento

Sin tratar
GR24
BL
KAR2
Sin tratar
GR24
BL
KAR2
Sin tratar
GR24
BL
KAR2
Sin tratar
GR24
BL
KAR2

Parametros fisiologicos

Area
total (um?)
37287,97 £ 4111
23977,89 £ 291
69244,38 + 3263
6194477 £ 1178
49812,01 + 4659
94553,32 + 848
54201,415+710
28973,92 £ 74
86042,88 £ 3067
40987,12 + 642
31388,55 + 759
73575,15+ 11028
35150,7 £+ 4490
15413,84 + 346
33400,03 £ 85
32605,81 £ 2653

- O 09 (¢)

()]

g
i
g
g

Area cilindro
central (um?)
18170,11 + 2092
156423 + 197
7923 + 2207
7135,62 + 509
3026,98 + 36,3
12677,73 £ 897,5
5454,995 + 162
2043,4 + 204
9508,25 + 1399
3151,32+40
2856,545 £ 155
24681,33 £ 2675
4572,83 = 876
1062,12 £ 140
342338 £ 236
2640,7 + 31

- e + o

&

(¢]

- =

Area
corteza (um?)
19117,86 +£2045

22413,48 £ 94
61321,38 £ 1060
54809,15 £ 670
46785,02 + 4695
81875,58 + 49
48746,42 + 872
26930,1 + 131
76534,63 + 2363
37835,8 £ 602
28532,01 £914
48893,82 + 10927
30577,82 £ 3614
14351,71 £ 206
29976,64 + 321
29965,10 £ 2622

Se observo un aumento en el nivel enddogeno de JA en las plantulas de ambas lineas

crecidas en condicidon control luego de la aplicacion de los tres PGRs, siendo KAR2

el que ocasiond el mayor incremento (Fig. 40). Cuando las plantulas fueron sometidas a

estrés hidrico se registr6 un leve aumento en JA en raices de las plantulas de la linea B71.

Las raices estresadas

de B59 evidenciaron un

incremento significativo como

consecuencia de la aplicacion de GR24 y KAR2. Por otro lado, se observo en las raices de

B71 un mayor contenido de JA luego de la aplicacion de los tres reguladores empleados,

mayormente BL (Fig. 40).

61

o o 09 09

&



20000

Control
15000 s
—_ GR24
4 b BL
o b
oS 10000 m KAR2
€ C ¢ ¢
2 T T L W Estrés
< q B E+GR24
e
>000 e o e B E+BL
f a2 K f I
T ! T B E+KAR2
) il
71

Fig. 40. Niveles endogenos de acido jasmonico (JA) en raices de plantulas de las lineas endocriadas
B59 y B7lcontroles, estresadas y tratadas con GR24 (3 uM); BL (0,01 uM) o KAR2 (10 nM)
(n=4=£SE). Letras diferentes indican diferencias significativas a p<0,05.

Con respecto a los niveles de AIA cuantificados bajo condicion control, experimentaron un
incremento cuando se aplic6 GR24 y KAR2 en las plantulas B59 y, una disminucion en B71,
mientras que, la aplicacion de BL ocasiond un incremento s6lo en B71 (Fig. 41). Cuando las
plantulas fueron sometidas a estrés hidrico, se registrd un aumento en los niveles AIA en B71.
Por otro lado, los tres PGRs produjeron un aumento en el nivel enddgeno de esta fitohormona
en las raices de B59. En cambio, en las raices de B71 solo luego de la aplicacion de BL se

detect6 un incremento significativo (Fig. 41).
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Fig. 41. Niveles endogenos de acido indol acético (AIA) en raices de plantulas de las lineas
endocriadas B59 y B71controles, estresadas y tratadas con GR24 (3 uM); BL (0,01 uM) o KAR2 (10
nM) (n=4+SE). Letras diferentes indican diferencias significativas a p<0,05.
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En cuanto a ABA, sus niveles enddgenos se vieron incrementados con la aplicacion de
BL en plantulas de B71 bajo condiciéon control y, disminuidos con la aplicacion de KAR2
en B71 y GR24 en ambas lineas endocriadas (Fig. 42). Luego del estrés hidrico impuesto,
se detectd una disminucion en el nivel endogeno de esta fitohormona en las raices de
la linea B59, en tanto que aquellas d e B71 mostraron un aumento significativo en este
parametro. La aplicacion de GR24 incremento el nivel endégeno de ABA en ambas lineas
endocriadas mientras que, BL ocasioné un aumento de esta fitohormona en las raices de

B71 (Fig. 42).
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Fig. 42. Niveles endogenos de acido abscisico (ABA) en raices de plantulas de las lineas endocriadas
B59 y B71controles, estresadas y tratadas con GR24 (3 uM); BL (0,01 uM) o KAR2 (10 nM)
(n=44SE). Letras diferentes indican diferencias significativas a p<0,05.

En cuanto a los niveles endogenos de ZEA, bajo la condicién control la aplicacion de
GR24 ocasiond un incremento en sus niveles en raices de la linea B59, y la aplicacion
de BL, en la linea B71 (Fig. 43). Por otro lado, la aplicacion de KAR2 ocasion6 un
incremento en el nivel endogeno de ZEA en B59 y, contrariamente una disminuciéon en B71.
Cuando las plantulas fueron sometidas a estrés hidrico, el nivel de ZEA se mantuvo sin
cambios en las raices de B59, aunque incrementd significativamente en raices de B71.
Ademas, la aplicacion de BL promovid un notable aumento del 63% en el contenido
enddgeno de ZEA en B71, mientras que en B59, los reguladores GR24 y BL produjeron
leves cambios (Fig. 43).
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Fig. 43. Niveles enddgenos de zeatina (ZEA) en raices de plantulas de las lineas endocriadas
B59 y B7l1controles, estresadas y tratadas con GR24 (3 uM); BL (0,01 uM) o KAR2 (10 nM)
(n=4+£SE). Letras diferentes indican diferencias significativas a p<0,05.

Bajo condiciones de crecimiento control, la aplicacion de los distintos PGRs disminuyo el
contenido enddgeno de GA; en raices de ambas lineas endocriadas (Fig. 44). Cuando las
plantulas fueron sometidas a estrés hidrico, se observo una disminucién en B59 mientras
que en B71 se registr6 un aumento significativo. La aplicacion de BL ocasiond una
disminucion del contenido de GA; en raices de B59, mientras que la aplicacion de KAR2

ocasiono este efecto en raices de ambas lineas (Fig. 44).
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Fig. 44. Niveles endogenos de giberelina 1 (GA1) en raices de plantulas de las lineas endocriadas
B59 y B7lcontroles, estresadas y tratadas con GR24 (3 uM); BL (0,01 uM) o KAR2 (10 nM)
(n=4+£SE). Letras diferentes indican diferencias significativas a p<0,05.
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En cuanto al contenido endogeno de brasinolide (BL), bajo condiciones de crecimiento
control las raices de B59 evidenciaron un menor contenido que las de B71 (Fig. 45). Cuando
las plantulas fueron sometidas a estrés hidrico, se observo una disminucién en el contenido
endogeno de esta fitohormona en las raices de la linea B59 y contrariamente, un aumento
significativo en raices de B71. La aplicaciéon de BL y KAR2 ocasiond un incremento en el
contenido endégeno de BL en raices de plantulas control de ambas lineas y en raices de

plantulas estresadas solo de la linea B59 (Fig. 45).
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Fig. 45. Niveles enddgenos de brasinolide (BL) en raices de plantulas de las lineas endocriadas B59
y B71 controles, estresadas y tratadas con GR24 (3 uM); BL (0,01 uM) o KAR2 (10 nM) (n=4+ SE).
Letras diferentes indican diferencias significativas a p<0,05.

En referencia a 24-epibrasinolide (24-epiBL), se observo un aumento significativo (7,55
veces) en su contenido endogeno en raices de B71 por efecto del estrés hidrico impuesto
(Fig. 46). La aplicacion exogena de los tres PGRs ocasiond un aumento de 24-epiBL en
raices de plantulas control de ambas lineas, mientras que en raices de plantulas estresadas la
aplicacion de KAR2 increment6 el nivel enddgeno de 24-epiBL en raices de B59 y lo

disminuy6 en B71 (Fig. 46).
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Fig. 46. Niveles endogenos de 24-epibrasinolide (24-epiBL) en raices de plantulas de las lineas
endocriadas B59 y B71 controles, estresadas y tratadas con GR24 (3 uM); BL (0,01 uM) o KAR2
(10 nM) (n=4x SE). Letras diferentes indican diferencias significativas a p<0,05.
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28- norcastasterona (28-norCS) presentd un contenido enddégeno mayor en raices de
plantulas control pertenecientes a la linea B71 (Fig. 47). Por otro lado, evidencié un aumento
significativo en raices de plantulas estresadas pertenecientes a ambas lineas en estudio. La
aplicacion de KAR2 en plantulas crecidas bajo condicion control incremento el contenido
de este brasinoesteroide en raices de ambas lineas, siendo dicho incremento notablemente
mayor en B71. En raices de plantulas estresadas, la aplicacion exdgena de BL ocasion6 un
incremento significativo en el contenido endégeno de 28-norCS en ambas lineas, mientras
que la aplicacién de GR24 solo lo hizo en raices de B71. Contrariamente, luego de la
aplicacion de KAR2 se observo una disminucion en el contenido de 28-norCS en raices de

ambas lineas (Fig. 47).
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Fig. 47. Niveles endogenos de 28- norcastasterona (28-norCS) en raices de plantulas de las lineas
endocriadas B59 y B71 controles, estresadas y tratadas con GR24 (3 uM); BL (0,01 uM) o KAR2
(10 nM) (n=4% SE). Letras diferentes indican diferencias significativas a p<0,05.

El contenido enddgeno de castasterona (CS) fue significativamente mayor en raices de B59
crecidas bajo condicion control (Fig. 48). Un incremento significativo (4,15 veces) en el
contenido endogeno de esta fitohormona fue registrado en raices de plantulas de la linea B59
cuando las mismas fueron sometidas a estrés hidrico. La aplicacion KAR2 en plantulas
crecidas bajo condicidon control produjo un aumento en el contenido de CS en raices de
ambas lineas mientras que la aplicacion de GR24 lo ocasiond solo en raices de B59. En raices
de plantulas estresadas, los tres PGRs incrementaron el contenido de CS, siendo estos

aumentos mas notables en B59 (Fig. 48).
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Fig. 48. Niveles endogenos de castasterona (CS) en raices de plantulas de las lineas endocriadas B59
y B71 controles, estresadas y tratadas con GR24 (3 uM); BL (0,01 uM) o KAR2 (10 nM) (n=4+ SE).
Letras diferentes indican diferencias significativas a p<0,05.

Con respecto a 28- homocastasterona (28-homoCS), el contenido endogeno de esta
fitohormona fue mayor en raices de plantulas control de B71 y evidencié un aumento
significativo (2,12 veces) en raices de plantulas estresadas pertenecientes a esta linea (Fig.
49). La aplicacion de GR24 y BL en plantulas crecidas bajo condicion control ocasion6 un
incremento en el contenido de 28-homoCS en raices de B59 mientras que en B71 ocasion6
una disminucion. En raices de plantulas crecidas bajo estrés hidrico la aplicacion de BL y
KAR2 increment6 notablemente el contenido de 28-homoCS en B59 (3,98 y 10,11 veces
respectivamente) mientras que en B71 la aplicacion de los tres PGRs disminuyeron el

contenido enddgeno de este brasinoesteroide (Fig. 49).
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Fig. 49. Niveles endogenos de 28- homocastasterona (28- homoCS) en raices de plantulas de las
lineas endocriadas B59 y B71 controles, estresadas y tratadas con GR24 (3 uM); BL (0,01 uM) o
KAR2 (10 nM) (n=4+ SE). Letras diferentes indican diferencias significativas a p<0,05.

En cuanto a homodolicholide (homoDL), su contenido endégeno bajo condicion control, fue
mayor en raices de B59 (Fig. 50). El estrés hidrico ocasiond un incremento significativo en
el nivel endogeno de esta fitohormona en raices de B59 mientras que en raices de B71
provoco una disminucion. La aplicacion exogena de BL en plantulas estresadas ocasiond un

notable incremento (1,96 veces) en el contenido de homoDL en raices de B59 (Fig. 50).
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Fig. 50. Niveles endogenos de homodolicholide (homoDL) en raices de plantulas de las lineas
endocriadas B59 y B71 controles, estresadas y tratadas con GR24 (3 uM); BL (0,01 uM) o KAR2
(10 nM) (n=4x SE). Letras diferentes indican diferencias significativas a p<0,05.
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Respecto al contenido endogeno de teasterona (TE), resultd significativamente mayor en
raices de plantulas control B59 (Fig. 51). Se observé una disminucidn en raices de plantulas
estresadas de ambas lineas, siendo notablemente mayor en B59 (9,41 veces). La aplicacion
exodgena de BL ocasion6 un aumento leve en el nivel endogeno de TE en raices de plantulas
estresadas de ambas lineas en estudio. Por otro lado, luego de la aplicacion de KAR2 se
observé un aumento de 9,34 veces en el contenido de TE de raices de plantulas estresadas
de B59 mientras que para B71 fue registrada una disminucién significativa de 2,81 veces

(Fig. 51).
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Fig. 51. Niveles enddgenos de teasterona (TE) en raices de plantulas de las lineas endocriadas B59
y B71 controles, estresadas y tratadas con GR24 (3 uM); BL (0,01 uM) o KAR2 (10 nM) (n=4+ SE).
Letras diferentes indican diferencias significativas a p<0,05.

Parametros bioquimicos

Las raices de las plantulas de ambas lineas endocriadas evidenciaron un aumento
significativo (1,91 veces en B59 y 2,24 veces en B71) en el contenido de carbohidratos
solubles totales cuando fueron sometidas a estrés hidrico (Fig. 52). La aplicacion de PGRs
tanto a plantulas controles como estresadas incremento significativamente el contenido de
carbohidratos solo en raices de plantulas B71, siendo BL el que produjo el mayor efecto (Fig.

52).
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Fig. 52. Concentracion de carbohidratos solubles totales en raices de plantulas de las lineas

endocriadas B59 y B71 controles, estresadas y tratadas con GR24 (3 uM); BL (0,01 uM) o KAR2

(10 nM) (n=4% SE). Letras diferentes indican diferencias significativas a p<0,05.
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En cuanto a la concentracién de prolina, se evidenci6 el mayor valor en raices control de
B71 (Fig. 53). Por otro lado, se observo un notable aumento (7 veces) en la concentracion
de prolina en raices de plantulas estresadas de la linea B59 en comparacion con aquellas
crecidas en condiciones Optimas de humedad. Contrariamente, las raices de B71
evidenciaron una disminucion significativa en dicho compuesto cuando las plantulas fueron
sometidas a estrés hidrico. La aplicacion de los tres PGRs ocasion6 un aumento significativo
en el contenido de prolina en las raices estresadas de plantulas B71. Por otro lado, en las
raices de plantulas B59 se observo una menor concentracion de prolina luego de la aplicacion

exodgena de los tres PGRs respecto de aquellas plantulas estresadas sin aplicacion (Fig. 53).
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Fig. 53. Concentracion de prolina en raices de plantulas de las lineas endocriadas B59 y B71
controles, estresadas y tratadas con GR24 (3 uM); BL (0,01 uM) o KAR2 (10 nM) (n=4+ SE). Letras
diferentes indican diferencias significativas a p<0,05.

En cuanto a la concentracion de glicina betaina, la misma fue mayor en raices de plantulas
control de B71 (Fig. 54) y se evidencid un aumento significativo en las raices de ambas
lineas endocriadas (1,3 veces en B59 y 1,27 veces en B71) por efecto del estrés hidrico
impuesto. La aplicacion de GR24 ocasion6 un aumento en el contenido de este compuesto
en raices de ambas lineas crecidas en condiciones control, mientras que KAR2 produjo dicho
efecto solo en raices de B71. Por otro lado, BL y KAR2 causaron una reduccion significativa

en glicina betaina en raices de plantulas estresadas de ambas lineas (Fig. 54).
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Fig. 54. Concentracion de glicina betaina en raices de plantulas de las lineas endocriadas B59 y
B71 controles, estresadas y tratadas con GR24 (3 uM); BL (0,01 uM) o KAR2 (10 nM) (n=4= SE).
Letras diferentes indican diferencias significativas a p<0,05.
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La Fig. 55 resume los resultados obtenidos respecto al contenido de H>O». Bajo condicion
control se observo un mayor contenido de dicho compuesto en raices de la linea B71. Por
otro lado, se registré6 un aumento significativo en el contenido de H>O: en las raices de las
plantulas de ambas lineas en respuesta al tratamiento de estrés hidrico impuesto. La
aplicacion de los tres PGRs ocasion6 una disminucion en dicho contenido en las raices de
plantulas estresadas B71; en B59, este efecto solo lo caus6 la aplicacion de GR24 y KAR2
(Fig. 55).
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Fig. 55. Contenido de perdxido de hidrogeno (H>0:) en raices de plantulas de las lineas endocriadas
B59 y B71 controles, estresadas y tratadas con GR24 (3 uM); BL (0,01 uM) o KAR2 (10 nM) (n=4+
SE). Letras diferentes indican diferencias significativas a P <0,05.

En lineas generales, el contenido de GSH fue mayor en raices de plantulas de la linea B71.
Las pléantulas estresadas de ambas lineas evidenciaron un mayor contenido de GSH respecto

a sus controles (Tabla 4).

Tabla 4. Contenido de glutation reducido (GSH) en raices de plantulas segiin linea (B59 y B71) y
condicidon hidrica (control y estrés hidrico) (n=4%+ SE). Letras diferentes indican diferencias
significativas a P < 0,05.

Linea Condicion Hidrica Media

~ B71  Estéshidrico ~ 1,46+0,08a
B71 Control 1,10+0,17b
B59 Estrés hidrico 0,98 £0,09 ¢
B59 Control 0,78+0,15d
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Las raices de plantulas estresadas de ambas lineas tratadas con los PGRs mostraron un mayor
contenido de GSH con respecto a aquellas que no recibieron aplicacion. Particularmente,
cuando se aplico BL de manera exdgena el contenido de GSH mostré un incremento

significativo tanto en raices controles como estresadas de ambas lineas (Tabla 5).

Tabla 5. Contenido de glutation reducido (GSH) en raices de plantulas de ambas lineas segun
condicion hidrica (control y estrés hidrico) y tratamiento con PGRs (GR24 (3 uM), BL (0,01 uM) o
KAR2 (10 nM)) (n=4+ SE). Letras diferentes indican diferencias significativas a P < 0,05.

Condicion Hidrica Tratamiento (PGRs) Media
Estrés hidrico ~ BL 1,34+0,33 a
Estrés hidrico GR24 1,20+ 0,31 b
Estrés hidrico KAR2 1,18+ 0,37 b
Estrés hidrico Sin aplicacion 1,16+0,36b

Control BL 1,16 £0,24 b
Control KAR2 0,97+0,25¢
Control GR24 0,85+0,23d
Control Sin aplicacion 0,79+0,20d

En cuanto al contenido de MDA bajo condicion control, se registré el mayor valor en las
raices de B71 (Fig. 56). El tratamiento de estrés hidrico impuesto incrementd levemente el
contenido de MDA en raices de plantulas de la linea B59. En la linea B71, no se observaron
modificaciones en este compuesto. Por otro lado, la aplicacion exdgena de GR24 y KAR2
disminuy¢ significativamente el contenido de MDA solo en raices de plantulas estresadas

B39 (Fig. 56).
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Letras diferentes indican diferencias significativas a P < 0,05.
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Discusion

El estrés hidrico es uno de los estreses ambientales mas perjudiciales, considerado de
tipo multidimensional debido a que provoca cambios a nivel morfologico, fisiologico y
bioquimico limitando la productividad de los cultivos alrededor del mundo (Ranjan et al.,
2022). El sistema radical es el primer sitio de deteccion de la disponibilidad hidrica en el
suelo (Li et al.,, 2021a), y se encuentra bien documentado que su arquitectura sufre
modificaciones bajo condiciones de déficit hidrico, tendientes a favorecer la absorcion de
agua y nutrientes, por lo tanto, desempefiando un rol crucial en la adaptacion de los cultivos
a este tipo de estrés (Ye et al., 2018; Ranjan et al., 2022; Sandar et al., 2022). En este trabajo,
plantulas de girasol de las lineas endocriadas B59 y B71 presentaron modificaciones en
distintos pardmetros morfo-anatomo-histoldgicos, fisioldgicos y bioquimicos de su sistema
radical luego de ser sometidas a un breve periodo de estrés hidrico moderado durante su

crecimiento vegetativo temprano (V4).

Parametros morfo-anatomo-histologicos

La raiz constituye un organo fundamental en las plantas, que proporciona soporte
estructural a los 6rganos aéreos y actiia como el principal sitio de percepcion y absorcion de
agua y nutrientes del suelo necesarios para su crecimiento y desarrollo (Du et al., 2020; Li et
al., 2021a). Debido a su estrecho contacto con el suelo, este drgano se encuentra severamente
afectado por el estrés hidrico, y es por ello que la planta posee la capacidad de modificar la
arquitectura de su sistema radical (nimero de raices, longitud, posicion y &ngulo) en una forma
ventajosa de adaptacion frente a dicha condicion estresante (Djanaguiraman et al., 2019). Se
encuentra ampliamente documentado que, frente a un escenario ambiental caracterizado por
la escasez hidrica, los cultivos evidencian diferentes estrategias a nivel de sus sistemas
radicales con la finalidad de modificar la direccion de crecimiento y la ramificacion de las
raices hacia aquellas zonas del suelo donde el agua se encuentre mas disponible (Calleja-
cabrera et al., 2020).

La raiz principal evidencié diversas modificaciones cuando las plantulas fueron
sometidas a estrés hidrico. En primer lugar, la disminucion en su longitud observada en raices
de ambas lineas representa una respuesta tipica observada para varios cultivos, entre ellos
trigo (Chen et al., 2021) y arroz (Tiwari et al., 2021) en respuesta al estrés hidrico (Calleja-

cabrera et al., 2020). Tal disminucidn fue ligeramente mayor en B59, lo cual podria coincidir

76



con su mayor sensibilidad frente a este tipo de estrés. Luego del tratamiento ex6geno con los
diferentes PGRs, se observo una disminucion en la longitud de la raiz principal en plantulas
crecidas bajo estrés. Contrariamente a nuestros resultados, Ribeiro et al. (2019) reportaron
que, en plantulas de soja expuestas a déficit hidrico, el tratamiento con otro brasinoesteroide
como 24-epibrassinolide incrementd dicho parametro en comparacion con aquellas plantulas
no tratadas. Por otro lado, la aplicacién exdgena de GR24 en colza no tuvo efecto
significativo en la longitud de la raiz primaria (Ni et al., 2020); mientras que Yang et al.
(2023) observaron que, bajo estrés por sequia, el tratamiento con GR24 aument¢ la longitud
de la raiz en plantulas de alfalfa. En contraste con nuestros resultados, Shah et al. (2020)
observaron que, bajo condiciones de estrés osmoético y salino, la aplicacion de KARI1
promovio6 el crecimiento de longitud de la raiz primaria. Por otro lado, no se han informado
modificaciones significativas de KARs sobre la longitud de la raiz primaria de Arabidopsis
(Villaécija-Aguilar et al., 2019), mientras que un efecto positivo del tratamiento con KAR1
fue registrado en la raiz de arroz, tomate y maiz (Antala et al., 2019).

La superficie de la raiz se relaciona de manera directa con el area disponible para la
absorcion de agua y nutrientes (Mao et al., 2017; Zhao et al., 2024b). El incremento
detectado tanto en la superficie como en la superficie proyectada de la raiz principal de
ambas lineas concuerda con Quandahor et al. (2021), quienes reportaron que diferentes
cultivares de papa con tolerancia variable a la sequia (Qingshu 9: tolerante, Longshu 3:
moderadamente tolerante y Atlantic: sensible), mostraron un aumento diferencial en estos
parametros bajo estrés hidrico comparado con la condiciéon control, siendo Atlantic el
cultivar que presentd los menores valores y Qingshu 9, los mayores. Contrariamente, la
disminucion observada en la superficie de la raiz principal de B59 y superficie proyectada
de ambas lineas endocriadas en estudio luego de la aplicacion exdgena de los tres PGRs, no
coincide con lo reportado previamente por otros autores. En este sentido, Salah et al. (2022)
observaron que la aplicacion foliar de BRs en plantas de maiz en estadio de crecimiento V3
y V5 bajo influencia de otro tipo de estrés abiodtico tal como el encharcamiento, ocasion6 un
aumento en la superficie radicular. Por otro lado, Li et al. (2019) reportaron un aumento
significativo en la superficie del sistema radical de plantulas de vid ‘Cabernet Sauvignon’
asperjadas con GR24 bajo condiciones de estrés hidrico.

Ademas, en las plantulas sometidas a estrés hidrico y en comparacién con sus
respectivos controles, se observo un incremento en el didmetro medio de la raiz principal en
la linea B59, mientras que en B71 este pardmetro disminuyo. Esta respuesta opuesta podria

estar asociada a diferentes estrategias morfoldgicas desarrolladas por cada linea en relacion
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con su sensibilidad frente a estrés hidrico. Se ha reportado que, bajo condiciones de sequia,
tanto el desarrollo de raices de menor como de mayor grosor son respuestas que benefician
a los cultivos frente a este estrés (Kou et al., 2022). En nuestro estudio, el aumento registrado
en B59 podria vincularse con la capacidad de las raices de mayor grosor para penetrar a
mayor profundidad, explorar suelos compactos y mejorar la absorcion de agua (Wasaya et
al., 2018; Li et al., 2021a). En contraste, la reduccion observada en B71 constituye una
respuesta frecuentemente detectada en plantas sometidas a estrés hidrico, debido a que el
desarrollo de raices més finas favorece la conservacion de recursos cuando disminuye la
produccion de materia seca y, al incrementar la relacion superficie-volumen, mejora la
captacion del agua disponible en el suelo (Kou et al., 2022). En este sentido, la reduccion en
el didmetro radical disminuye la barrera apopléstica para el ingreso de agua al xilema,
incrementando la conductancia hidraulica (Kim et al., 2020). Estos resultados concuerdan
con lo informado por Canales et al. (2021), quienes registraron una disminucion en el
diametro promedio de las raices de un genotipo resistente de Avena sativa L. posterior al
tratamiento de estrés hidrico. En cuanto al efecto de los PGRs, la disminucion del diametro
de la raiz principal en plantulas estresadas de B71 tras la aplicacion exdgena de KAR2, y en
B59 luego de la aplicacion de los tres reguladores, podria interpretarse como una estrategia
orientada a incrementar la relacion superficie-volumen y favorecer asi el ingreso de agua
hacia el interior de la raiz. En concordancia, Xu et al. (2021) reportaron una disminucion
significativa en el diametro de la raiz de plantas de Vitis vinifera L. crecidas bajo un estrés
de tipo fisico como la restriccion radicular tras la aplicacion de GR24 (0,1 M) en
comparacion con su respectivo control. Por el contrario, en las raices de plantulas estresadas
de la linea B71, el incremento inducido por la aplicacion de BL podria estar relacionado con
una mejora en la capacidad de penetracion del sustrato por parte de raices de mayor grosor,
en coincidencia con lo observado por Salah et al. (2022) en raices de maiz bajo condiciones
de anegamiento luego de la aplicacién foliar de brasinoesteroides.

El angulo de insercion hace referencia al angulo comprendido entre una raiz lateral
y la raiz principal a partir de la cual emerge (Mitchell et al., 2018; Kiryushkin et al., 2024) y
determina la distribucion de las raices en el sustrato y la capacidad de exploracion en los
distintos horizontes del suelo (Schneider et al., 2022). Un sistema radical superficial con
angulos poco pronunciados posee una mayor capacidad de exploracion en las capas
superiores del suelo, donde se encuentran disponibles nutrientes con poca movilidad; por el
contrario, un sistema con angulos menores es capaz de captar nutrientes moviles y agua de

horizontes mas profundos del suelo (Schneider et al., 2022). En nuestro estudio, el sistema
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radical de plantulas de la linea B71 mostré una disminucion en el angulo de insercion de las
raices laterales bajo condiciones de estrés hidrico, mientras que en la linea B59 se observo
un incremento de este parametro. Esta respuesta diferencial entre genotipos podria reflejar
estrategias contrastantes para enfrentar la condicion desfavorable, optimizando la captacion
de agua y nutrientes en distintos horizontes del suelo. En este sentido, la reduccion del angulo
de inserciéon en plantulas estresadas de B59 tratadas con GR24 y BL sugiere una
modificacion de la arquitectura radical orientada a favorecer la exploracion en profundidad
del sustrato, lo que potencialmente contribuiria a una mayor absorcion de agua y nutrientes
disponibles en capas mas profundas.

En cuanto al nimero de raices laterales, su incremento en plantulas de B71 luego de
la exposicion al estrés es una respuesta tipicamente observada para otras especies. Ranjan et
al. (2022) reportaron que la arquitectura del sistema radical es capaz de modificarse
considerablemente bajo estrés hidrico, estimulando la formacion de raices laterales y pelos
radiculares, entre otras alteraciones. En concordancia, Mahmood et al. (2022) informaron
bajo condiciones de estrés hidrico un aumento significativo en el nimero de raices laterales
de plantulas de algodon de genotipos tolerantes a dicho estrés. Ademas, es importante
destacar que cada linea muestra una respuesta diferente frente al estrés hidrico en cuanto a
la disposicion de las mismas con respecto a la raiz principal. En el caso de la linea B59, las
raices laterales se concentran en la zona superior de la raiz principal y con menor densidad
a lo largo de la misma, mientras que en B71 se observa claramente la disposicion de raices
laterales a lo largo de toda la extension de la raiz principal, y principalmente en su porcion
final, lo cual podria permitirle la exploracion en profundidad del suelo. Ha sido demostrado
que genotipos de trigo que presentan mayor cantidad de raices en profundidad y menor en
superficie tienden a un mayor rendimiento bajo condiciones de secano (Wasaya et al., 2018).

Luego de la aplicacion de los PGRs se observo una disminucion del nimero de raices
laterales en plantulas estresadas de ambas lineas. En concordancia con nuestros resultados,
Jiu et al. (2022) observaron una disminucion en el nimero de raices laterales en plantas de
Vitis vinifera L. luego de la aplicacion de GR24. Por otro lado, Liu et al. (2020) reportaron
que la aplicacion de GR24 no tuvo efectos significativos en el nimero de raices laterales de
plantas de festuca (Festuca arundinacea Schreb.) expuestas a estrés hidrico mientras que,
por el contrario, la aplicacion de brasinolide promovi6 la produccion de raices laterales en
dichas plantas. En contraposicion con nuestros resultados, se ha informado que en plantulas
de Sapium sebiferum L. crecidas bajo condiciones de estrés osmotico y salino, la aplicacion

de KAR1 aumento el numero de raices laterales por plantula (Shah et al., 2020).
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En referencia a la produccion de biomasa, la disminucion observada en peso fresco
y el aumento en peso seco en raices de B59, en contraste con la estabilidad, es decir la
ausencia de modificaciones en B71, pone en evidencia la sensibilidad diferencial de las
lineas frente a la condicion de estrés hidrico. Filova (2014) report6 que, en plantas de girasol
sometidas a estrés hidrico, la reduccién del peso de las raices se relaciond con la severidad
del estrés impuesto. Por otro lado, el aumento en peso tanto fresco como seco evidenciado
en las raices de plantulas estresadas de ambas lineas luego de la aplicacion de los PGRs
coincide con lo reportado por distintos autores. En girasol, por ejemplo, se observo una
compensacion en la reducciéon de biomasa causada por estrés hidrico leve luego de la
aplicacion de un tratamiento con 28-homobrassinolide (Filova, 2014). Ademas, se ha
informado que KAR1 ocasion6 un incremento en la biomasa radical de plantas de Sapium
sebiferum crecidas bajo condiciones de estrés hidrico y salino (Shah et al., 2020; Kamran et
al., 2024). Ni et al. (2020) observaron que el peso seco de la raiz de colza aumentd
significativamente cuando se tratd a las plantas con distintas concentraciones de GR24 en
comparacion con la condicion control. Por otro lado, en nuestro trabajo, las modificaciones
observadas en el peso seco radical ocasionadas por la aplicacion exdgena de los PGRs se
correlacionan con la respuesta relativa de la biomasa radical al estrés observada en las lineas
endocriadas en estudio. Dicha respuesta se vio incrementada con la aplicacion de los
tratamientos en ambas lineas.

En relacion con los pardmetros histologicos evaluados, la disminucion del area total,
del cilindro central y de la corteza de la raiz principal observada en la linea B71 por efecto
del estrés hidrico, podria asociarse a una respuesta tipica de los cultivos frente a esta
condicion, dado que, como se menciond anteriormente, las raices tienden a volverse mas
finas para favorecer la conduccion del agua hacia el xilema (Kim et al., 2020). La reduccién
del cilindro central coincide con lo informado por Zulfiqar et al. (2020) en dos cultivares de
Tagetes erecta L. con respuesta contrastante al estrés por sequia inducido por supresion de
riego. En nuestro estudio, esta disminucion en las raices de plantulas crecidas bajo estrés
hidrico, se relaciono directamente con una disminucion significativa en el nimero y tamafio
de los vasos xilemadticos, junto con una mayor lignificacion de estos elementos. En este
sentido, ha sido reportado que, bajo condiciones de escasez hidrica, la reduccion del area de
los tejidos conductores constituye una respuesta adaptativa de las plantas (Haworth et al.,
2017), debido a que los vasos xilemdaticos de mayor didmetro presentan una mayor
susceptibilidad a la cavitacidn en comparacion con vasos mas pequefios (Canales et al.,

2021). Similarmente, en raices de girasol pertenecientes a cuatro hibridos (BRS323,
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OLISUNO03, AGUARA06 y HELIO250), se registrd una reduccion en el diametro de vasos
xilematicos por efecto del estrés hidrico impuesto por supresion de riego (da Silva et al.,
2025).

En cuanto al efecto de los PGRs, en las raices de plantulas estresadas de B71 los
PGRs aplicados tendieron a reforzar/mejorar las respuestas previamente desencadenadas por
esta linea como consecuencia del tratamiento de estrés hidrico. La disminucion del area total,
de la corteza y particularmente, del cilindro central inducida por los tres reguladores podria
estar relacionado con la reduccion en el numero de vasos xilematicos y, en el caso del
tratamiento con BL, también con una disminucion en su diametro. En este sentido, la
presencia de vasos de menor tamafio implicaria un menor riesgo de cavitacion, favoreciendo
una conduccion mds eficiente del agua hacia el resto de la planta (Haworth et al., 2017;
Canales et al., 2021). Sin embargo, nuestros resultados no concuerdan con lo reportado por
Ribeiro et al. (2019), quienes observaron que la aplicacion de 24-epibrassinolide en plantas
de soja crecidas bajo estrés hidrico incrementd el area total de la raiz y el diametro del
cilindro vascular, entre otros parametros. Por otro lado, en las raices de B59 sometidas al
tratamiento de estrés, el aumento de las areas cuantificadas tras la aplicacion de KAR2 podria
estar asociado con un incremento en el nimero de vasos xilematicos, lo que potencialmente
favoreceria una mayor conduccion de agua y nutrientes.

En las raices laterales, y como ya se menciond anteriormente para el caso de la raiz
principal, el aumento del area total y del 4rea de la corteza de plantulas estresadas de la linea
B59 podria representar una estrategia de defensa propia de este genotipo sensible al estrés,
en la cual un mayor grosor radical favoreceria la penetracion en profundidad del suelo y
optimizaria la extraccion de agua (Wasaya et al., 2018; Li et al., 2021a). En contraste, la
disminucion observada de estas areas en las raices laterales de plantulas estresadas de B71
sugiere el desarrollo de raices mas finas, con mayor superficie de contacto con la humedad
del sustrato, lo que favoreceria el ingreso de agua al xilema a través de una via apoplastica
reducida (Kim et al., 2020; Kou et al., 2022). Por otra parte, la disminucioén detectada en el
area del cilindro central de raices laterales de B71 luego de la aplicacion del tratamiento de
estrés, podria asociarse al igual que en la raiz principal, con una disminucién en el nimero
y tamafio de los elementos conductores del xilema, una respuesta adaptativa tipica orientada
a reducir el riesgo de cavitacion (Haworth et al., 2017; Canales et al., 2021). Bajo nuestras
condiciones experimentales, la disminucion del area total, de la corteza y del cilindro central
inducida por los tres PGRs en raices laterales de plantulas estresadas de B71 podria

vincularse (al igual que lo hipotetizado para el caso de la raiz principal) con la formacion de
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raices de menor grosor y tejidos conductores con vasos de menor didmetro, lo que
aumentaria la superficie de absorcion en contacto con el sustrato y favoreceria una
conduccion hidrica mas eficiente. Por el contrario, el incremento observado en estas tres
areas cuantificadas en raices laterales de plantulas estresadas de B59 tras la aplicacion de
GR24 podria interpretarse como una estrategia en la que las raices laterales mas gruesas,
combinadas con menores dngulos de insercion, potenciarian la exploracion en profundidad

del suelo y la extraccion de agua desde horizontes mas profundos.

Parametros fisiologicos

Ademéds de los efectos sobre la morfologia, el estrés hidrico puede afectar distintos
parametros fisiologicos (Bandurska, 2022). Las respuestas de las plantas a este tipo de estrés
abidtico, requieren de la accion coordinada de multiples fitohormonas (Zia et al., 2021;
Sharma y Kumar, 2021; Wahab et al., 2022).

ABA es una fitohormona que modula la arquitectura, el crecimiento del sistema
radical y la conductividad hidraulica en condiciones de escasez hidrica (Aslam et al., 2022).
En este trabajo, se registrd un incremento en los niveles enddogenos de ABA cuando las
plantulas de la linea B71 fueron sometidas a estrés hidrico moderado, lo cual podria estar
directamente relacionado con la inhibicion del crecimiento en longitud de la raiz principal y
el incremento en el nimero de raices laterales (en conjunto con la reorientacion de sus
angulos de crecimiento). En este sentido, se ha reportado que el ABA se encuentra
involucrado en el crecimiento y orientacion de las raices laterales hacia las fuentes de agua
presentes en el sustrato (Puértolas et al., 2025). Ademas, el incremento de ABA, podria estar
asociado con la reduccion observada en la biomasa de la parte aérea y el area foliar de las
plantulas de esta linea endocriada. En este sentido, se ha reportado que esta fitohormona
posee un rol dual, promoviendo o inhibiendo el crecimiento de las raices y de la parte aérea
de las plantas en condiciones de estrés hidrico dependiendo de su concentracion (Aslam et
al., 2022).

La aplicacion de GR24 ocasion6 un incremento significativo de los niveles
endogenos de ABA en raices de B59; mientras que GR24 y BL lo hicieron en raices de B71.
Se encuentra documentado que las SLs tienen la capacidad de inducir la tolerancia al estrés
hidrico mediante la activacion de la via de sefializacion de ABA (Wu et al., 2022a), regulando
la expresion de genes asociados con el desarrollo de las plantas y de respuesta al estrés (Bhoi

et al., 2021). A nivel morfologico, ABA y SLs en conjunto regulan la arquitectura radical
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propiciando la absorcion de agua y nutrientes en condiciones de estrés hidrico (Dong et al.,
2025). En nuestro estudio, la accion conjunta de ABA y SLs podria verse reflejada en el
incremento observado en el peso fresco y seco de las raices de plantulas estresadas de ambas
lineas luego del tratamiento con GR24. En este sentido, se ha reportado que, en plantas de
trigo sometidas a condiciones de sequia, la aplicacion de GR24 mejord la relacion raiz-parte
acrea (Sedaghat et al., 2021). Diversos estudios han reportado que la aplicacién exodgena de
BRs se relaciona con un incremento en el nivel enddogeno de ABA y, por lo tanto, con la
mitigacion de los efectos nocivos del estrés hidrico (Wang et al., 2019; Ahammed et al.,
2020).

El AIA, una de las principales fitohormonas del grupo de las Aux participa
activamente en la respuesta al estrés hidrico mediante la modulacion de la arquitectura
radical y la activacion de vias de sefializacion hormonal (principalmente en sinergia con
ABA), lo que conduce a un incremento de la resistencia al estrés (Yadav et al., 2021;
Shaffique et al., 2023). El aumento significativo en el nivel endégeno de AIA evidenciado
en las raices de plantulas estresadas de B71, podria estar relacionado con la activacion de
ABA como respuesta al estrés impuesto, siendo que también se registr6 un incremento
significativo en el nivel enddgeno de esta fitohormona. En conjunto, ABA y AIA estimulan
la formacion de raices laterales, lo que coincide con el aumento observado en el nimero de
raices laterales bajo estas condiciones experimentales. En concordancia con nuestros
resultados, Hu et al. (2024) observaron en su estudio, que el contenido de AIA fue
significativamente mayor en raices de un genotipo tolerante de trigo (JM262) en respuesta
al estrés hidrico lo que podria contribuir al desarrollo de un mayor nimero de raices laterales
en comparacion con el genotipo sensible (YN24).

La aplicacion de los PGRs ocasiond un incremento significativo en el nivel
enddgeno de AIA en las raices de ambas lineas (GR24, BL y KAR2 en B59 y solo BL en
B71). Diversos estudios reportan que las SLs interactiian sinérgicamente con las auxinas
estimulando la ramificacion de brotes y el desarrollo de las raices (Wu et al., 2022a). Se
postula que las SLs regulan el nivel de auxinas en el apice de la raiz primaria, inhibiendo la
salida de las mismas y favoreciendo su acumulacion dentro de las células del meristema,
aumentando finalmente su longitud (Wani et al., 2020). En nuestro trabajo, la accion de SLs
y AIA no se reflejo en la longitud de la raiz principal debido a que, contrariamente a lo
esperado, la misma disminuyd en las plantulas estresadas tratadas exdgenamente con GR24.
Por otro lado, se ha reportado que auxinas y SLs regulan la formacion de raices laterales y

alargamiento de pelos radicales (Omoarelojie et al. 2019). Esto podria estar relacionado con
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el aumento observado en el peso tanto fresco como seco en las raices de plantulas de la linea
B59 tratadas con GR24. Por otro lado, se ha reportado que la interaccion BRs-Aux regula
varios aspectos del crecimiento y desarrollo, sin embargo, los mecanismos ain no se
encuentran completamente descriptos. En Arabidopsis, por ejemplo, se ha demostrado que
el crecimiento radical inducido por auxinas estd regulado por el gen BRX (BRAVIS
RADIX), que depende del nivel umbral de BRs (Ahanger et al., 2018). En este sentido, en
nuestro estudio, el incremento en el contenido de Aux en raices estresadas de ambas lineas
endocriadas ocasionado por la aplicacion exdgena de BRs, podria estar estimulando el
crecimiento radical, lo cual se vio reflejado en el mantenimiento de la longitud de la raiz
principal (s6lo en B71) y en el incremento en el peso seco de las raices de ambas lineas. Si
bien la interaccion de auxinas con KARs atn no ha sido bien estudiada, Ahmad et al. (2022)
observaron que KARI presenta un gran potencial como promotor del crecimiento vegetal
bajo condiciones de estrés. Ademas, el tratamiento con KAR1 mejora distintos pardmetros
de crecimiento y fisiologicos tales como biomasa de brotes y raices, area foliar y contenido
relativo de agua (Khan et al. 2019; Ahmad et al. 2022). Se han informado efectos positivos
del tratamiento con KAR1 en plantulas de arroz, debido a que se observo un incremento en
la longitud de la raiz y el nimero de raices laterales; y, ademas, se registr6 un mayor
rendimiento en plantulas de tomate cultivadas en condiciones de restriccion hidrica, lo cual
indica el potencial del tratamiento con KARs para mitigar el efecto del estrés hidrico en los
cultivos (Antala et al., 2019). En este sentido, observamos en nuestro estudio un aumento en
la biomasa seca de raices de plantulas estresadas de la linea B59 luego de ser tratadas con
KAR2.

Las CKs son otro grupo de fitohormonas que desempefia entre sus funciones un rol
clave en la regulacion de la arquitectura radical y participan en las respuestas y adaptaciones
de las plantas a los cambios ambientales, promoviendo la tolerancia al estrés hidrico
(Landrein et al., 2018; Naulin et al., 2020). Nuestros resultados concuerdan con lo
anteriormente expuesto debido a que se registr6 un remarcable incremento en el nivel
enddgeno de ZEA en las raices de la linea B71 cuando las plantulas fueron sometidas al
tratamiento de estrés hidrico. Cuando se aplicaron los tratamientos con los PGRs, GR24
ocasiond un incremento en el nivel endogeno de ZEA en las raices de plantulas tratadas de
B59. CKs y SLs son hormonas antagonicas; ambas se producen en las raices, aunque
comunican diferentes mensajes a la parte aérea, siendo CKs las que promueven el
crecimiento de los brotes (Rehman et al., 2021). En este sentido, el incremento de ZEA

ocasionado por la aplicacion de GR24 podria coincidir con el mayor desarrollo observado
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en la parte aérea de las plantulas estresadas de B59 tratadas con este regulador del
crecimiento vegetal, las cuales evidenciaron una mayor area foliar y biomasa (tanto fresca
como seca). Por otra parte, se encuentra documentado que el crosstalk entre CKs y BRs
participa en la regulacion del desarrollo de raices laterales mediante la modulacion de los
niveles y el transporte de auxinas (Ahanger et al., 2018). Esto concuerda con nuestros
resultados, ya que las plantulas estresadas de ambas lineas luego del tratamiento con BL
mostraron un incremento significativo en el nivel enddogeno de ZEA y también de auxinas,
siendo este aumento mucho mas notorio en B71. Esto podria estar relacionado, al menos en
parte, con el mantenimiento de la longitud de la raiz principal y, ademads, con el aumento
significativo de peso seco que se observd en las raices pertenecientes a las plantulas
estresadas de la linea B71 luego de la aplicacion exdgena de BL.

Las GAs también desempefian un rol importante en la respuesta de las plantas frente
a estrés abiotico, y se ha informado que en niveles reducidos son capaces de mejorar la
tolerancia al estrés hidrico debido a que suprimen el crecimiento vegetal (Yadav et al., 2021).
En concordancia, se observo en nuestro estudio que la aplicacion de estrés hidrico moderado
ocasiono una reduccion en el nivel enddégeno de GA1 en raices de la linea B59. Al aplicar
los tratamientos con los PGRs, se pudo observar un incremento en los niveles enddgenos de
esta fitohormona, siendo GR24 el regulador que causé efectos leves en las raices de las
plantulas estresadas de ambas lineas. Las SLs y las GAs interactiian durante el crecimiento
y desarrollo de las plantas (Marzec, 2017) regulando procesos tales como el alargamiento de
la hoja y la longitud del entrenudo (Rehman et al., 2021; Castro-Camba et al., 2022). Ambas
pueden afectar el crecimiento debido a que estimulan la division celular (Yang et al., 2019).
De acuerdo con nuestros resultados, esto podria estar relacionado con el incremento en el
area foliar y la biomasa observado en las plantulas de ambas lineas crecidas bajo estrés
hidrico luego de la aplicacion del tratamiento con GR24.

Otra de las fitohormonas que modula las respuestas de las plantas frente a estrés
hidrico es JA (Yadav et al., 2021). En varios estudios se ha observado que la via de
sefalizacion de JA se asocian con el alivio del estrés hidrico, registrdndose un rapido
incremento en el nivel endogeno de esta fitohormona en plantas de citricos y Arabidopsis
(Raza et al., 2021). En este trabajo se observo un incremento en el nivel endogeno de JA
cuando las plantulas de la linea B71 fueron sometidas a estrés hidrico moderado. Esto podria
estar relacionado con la disminucion en la longitud de la raiz principal observada en las
plantulas estresadas de esta linea. En este sentido, multiples autores han reportado que JA en

elevadas concentraciones (tipicas de estrés abidtico severo) inhibe la elongacion de la raiz
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primaria al interferir con la division celular en el tejido meristematico y promueve la
lignificacion de las paredes celulares (Li et al., 2022; Han et al., 2023; Wu et al., 2024).

Cuando se aplicaron los PGRs a las plantulas estresadas, los tres ocasionaron un
incremento en el nivel endégeno de JA, siendo mas marcado en B71. Aunque no se encuentra
claramente descripta la interaccion de JA con los reguladores del crecimiento aplicados en
este trabajo, se encuentra documentado que SLs-JA en conjunto modulan diversos procesos
como la elongacion del mesocotilo y la senescencia; por lo tanto, no se puede anular
totalmente su crosstalk (Omoarelojie et al. 2019). De la misma manera, se ha reportado que,
en conjunto con BRs, JA interactia tanto de forma sinérgica como antagdénica durante el
desarrollo vegetal tanto en condiciones normales como de estrés (Ahanger et al., 2018). Por
otro lado, Sun et al. (2020) enuncid en su estudio una acumulaciéon de JA inducida por la
aplicacion exdgena de KAR1 que actuaria como molécula sefal enddgena.

Los BRs desempenan un papel crucial en la tolerancia al estrés por sequia (Igbal et
al., 2022). En nuestro estudio, se detectaron siete de este grupo de fitohormonas en raices de
plantulas de ambas lineas endocriadas, B59 y B71. En lineas generales, las raices de B59
presentaron un mayor contenido endégeno de castasterona (CS), 28-homocastasterona (28-
homoCS), homodolicholide (homoDL) y teasterona (TE) mientras que, las raices de B71
evidenciaron un mayor contenido de brasinolide (BL), 24-epibrasinolide (24-epiBL) y 28-
norcastasterona (28-norCS). En las raices de plantulas crecidas bajo nuestras condiciones
experimentales de estrés hidrico, se observo una activacion diferencial de las distintas vias
de sintesis de los brasinoesteroides (C27, C28 y C29). En el caso de B59 y por efecto del
estrés aplicado se observo un aumento de 28 norCS, CS, homoDL y una disminucion de BL
y TE, compuestos pertenecientes a las tres vias de sintesis. Por otro lado, en las raices de
plantulas estresadas de B71, se observo un aumento en el contenido endégeno de BL, 24-
epiBL y 28-homoCS y una disminucion de homoDL y TE, compuestos pertenecientes solo
ados de las vias de sintesis (C28 y C29). Esta activacion diferencial de las rutas de biosintesis
de BRs podria encontrarse en concordancia con la sensibilidad particular de cada linea frente
al estrés hidrico, siendo B59 la linea sensible y, por lo tanto, requiriendo de una mayor
variedad de compuestos para hacer frente a dicha condicién desfavorable. Cuando las
plantulas estresadas fueron tratadas con los distintos PGRs se observaron diversas
modificaciones en el contenido endogeno de BRs, aunque en general, la aplicacion exdgena
de GR24, BL y KAR2 mantuvo la activacion de las tres rutas de sintesis en las raices de B59
mientras que, favorecio la activacion de una tercera ruta en las raices de B71. Entre las

modificaciones encontradas, cabe destacar el aumento en el contenido endogeno de CS
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ocasionado en raices de ambas lineas por la aplicacion exdgena de los tres reguladores de
crecimiento vegetal. Malaga et al. (2020) reportaron que el aumento significativo en el
contenido de CS detectado en lineas de cebada tolerantes a la sequia sugeriria un papel de
dicho compuesto en la aclimatacion de las plantas a la escasez de agua.

Por otro lado, es importante resaltar que homoDL y TE, dos de los BRs detectados y
cuantificados en nuestro trabajo, son compuestos poco conocidos. HomoDL esta presente en
plantas en cantidades relativamente escasas en comparacion con otros BRs como CS. Sadura
et al. (2020) postularon que este compuesto podria ser responsable del mejor desempetio de
los cloroplastos en mutantes de cebada expuestos a estrés por temperatura. En el caso de TE,
este compuesto fue cuantificado y reportado por nuestro grupo en plantulas de girasol en
estadio vegetativo (V2) crecidas bajo condiciones de estrés hidrico generado por la
aplicacion de manitol (Boero et al., 2023). Ademas, otros autores han observado una
acumulacion de TE significativamente mayor en lineas de cebada de invierno después de
aplicar un tratamiento de estrés por sequia (Malaga et al., 2020). Por lo tanto, la aplicacion
de los distintos PGRs podria estar influenciando los niveles endogenos de BRs como una
estrategia fisiologica que permitiria mejorar la respuesta de las plantulas de girasol frente al

estrés hidrico impuesto.

Parametros bioquimicos

En referencia a los procesos bioquimicos, diversas alteraciones en el metabolismo de
carbohidratos fueron reportadas frente a situaciones de estrés abiotico, como, por ejemplo,
un aumento en la concentracion de azlicares solubles u otros osmolitos (Fabregas y Fernie,
2019). Los azlicares desempefian un importante rol como moléculas sefiales en la regulacion
de las respuestas al estrés y en los mecanismos de tolerancia desarrollados por las plantas
(Ozturk et al., 2021). De acuerdo con ello, en este estudio se detectd un remarcable aumento
en la concentracion de carbohidratos en las raices de ambas lineas cuando las plantulas
fueron sometidas a estrés hidrico, siendo las de B71 las que evidenciaron el mayor
incremento. Esto podria estar relacionado, al menos en parte, con la tolerancia que presenta
esta linea frente a estrés hidrico. En concordancia, Du et al. (2020) documentaron la
acumulacion de azucares solubles en raices de plantulas de soja asociada con una mayor
tolerancia de la planta al estrés hidrico. Por otro lado, Kosar et al. (2022) observaron en su

estudio, un aumento en el contenido enddgeno de azicares solubles totales en plantas de dos
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cultivares de girasol (FH 598 y Hysun 33) en respuesta al tratamiento de estrés hidrico
impuesto mediante supresion de riego.

La aplicacion exogena de los tres PGRs promovi6 significativamente la acumulacion
de carbohidratos en raices de la linea B71 bajo condiciones de estrés hidrico. En
concordancia con estos resultados, Khan et al. (2021) observaron un aumento en la
acumulacioén de azucares solubles en plantas de trigo bajo estrés por sequia y, ademas, dicha
acumulacion se vio potenciada luego de la aplicacion de 24-epibrasinolide. Por otro lado,
fue informado que la aplicacion foliar de GR24 ocasion6 un incremento en el contenido de
azucares solubles en raices de alfalfa bajo condiciones de sequia (Yang et al., 2023). En
referencia a KARs, a la fecha si bien la informacion es escasa, se ha reportado que KAR1 es
capaz de regular positivamente la biosintesis de metabolitos entre ellos, azucares solubles
que facilitan el ajuste osmotico en respuesta a estreses abidticos (Ahmad et al., 2022).

En plantas, los osmolitos mas comunmente reportados en condiciones de estrés son
prolina y glicina betaina, ya que actlian como osmoprotectores para numerosas especies y,
por lo tanto, estan involucrados en la adaptacion a estrés hidrico (Ilyas et al., 2021;
Haghpanah et al., 2024). En nuestro estudio, se registré un aumento de ambos osmolitos en
raices de plantulas B59 luego del tratamiento de estrés hidrico, en tanto que en raices
estresadas de B71 solo se observd un aumento en el contenido de glicina betaina. En
concordancia con nuestros resultados, Wang et al. (2022) detectaron acumulacién
significativa de prolina en raices, tallos y hojas de plantas de dos germoplasmas de sandia:
MOS8 e Y34, tolerante y sensible a la sequia respectivamente. Previamente, Niu et al. (2021)
observaron que plantas de pera bajo condiciones de estrés hidrico incrementaron su
contenido enddgeno de glicina betaina y, ademas, la suplementacion exdgena de tal
compuesto potencid dicha acumulacion, ayudando a mitigar el dafio oxidativo inducido por
el estrés hidrico. Por otro lado, Goche et al. (2020) reportaron un aumento en los niveles de
prolina y glicina betaina en raices y hojas de dos variedades de sorgo sometidas a estrés
hidrico mediante suspension de riego. Ademas, observaron que el nivel enddgeno de glicina
betaina fue mayor en raices que en hojas, y que tanto este osmolito como prolina se
incrementaron significativamente en la variedad de sorgo tolerante a la sequia (SA1441), en
contraste con la variedad sensible (ICSB338) (Goche et al., 2020).

En cuanto a los PGRs, su aplicacion favorecid la acumulacion de prolina en raices
estresadas de plantulas B71 bajo nuestras condiciones experimentales. En linea con nuestros
resultados, se report6 que el nivel enddgeno de prolina aumenté en plantas de maiz sometidas

a estrés hidrico, y esto fue mas pronunciado en aquellas expuestas al estrés y tratadas con
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24-epibrassinolide (Ghasemi et al., 2022). Por otro lado, Lugman et al. (2023) informaron
que luego de la aplicacion exodgena de GR24 mediante aspersion foliar aumento
considerablemente la concentracion de prolina en dos hibridos de maiz bajo condiciones de
estrés hidrico. Ademas, Shah et al. (2020) reportaron que bajo condiciones de estrés
osmotico y salino se indujo un mayor nivel de prolina en plantulas de Sapium sebiferum
luego de ser suplementadas con KARI.

Entre las alteraciones bioquimicas que pueden observarse por efecto del estrés
hidrico, se incluye la acumulacion de EROs (Ramirez et al., 2020). El H,O; constituye una
de las EROs mas importantes en las plantas, debido a que, si bien en concentraciones
elevadas puede generar dafio oxidativo a nivel celular, a niveles moderados este compuesto
actia como una molécula sefial clave que participa en la transduccion de sefiales que regulan
diversos mecanismos de respuesta evidenciados por las plantas cuando éstas son sometidas
a condiciones de estrés abiodtico (Igbal et al., 2025). El aumento en el contenido de H>O»
observado en las raices estresadas de las plantulas de ambas lineas, estd en concordancia con
lo reportado recientemente por Ahmad et al. (2024), quienes detectaron un aumento de H>O>
en plantas de cebada cuando las mismas fueron expuestas a condiciones de estrés hidrico.

La aplicacion foliar de GR24 y KAR2 ocasiond una disminucion en el contenido de
H>Os en raices de plantulas estresadas de ambas lineas en estudio, mientras que BL produjo
este efecto solo en las raices de B71. En linea con nuestros resultados, Baltacier et al. (2023)
reportaron una disminucion significativa en el contenido de H20O: en plantulas de tomate
sometidas a estrés hidrico luego de la aplicacion de GR24. Por otro lado, los resultados
obtenidos por Shah et al. (2020) evidenciaron un menor contenido de H>O> en plantulas
estresadas de Sapium sebiferum tratadas con KAR1, en comparacion con aquellas sin tratar
crecidas tanto bajo estrés osmoético como salino. Zeng et al. (2022) observaron en su estudio
que plantulas de uva expuestas a estrés hidrico presentaron niveles elevados de H2Oo,
mientras que la aplicacion exdgena de 24-epibrassinolide logré disminuir la concentracion
de tal compuesto, indicando asi que este PGR podria participar en la eliminacion de los
radicales libres generados por el estrés hidrico.

Entre los mecanismos de detoxificacion de EROs de tipo no enzimaticos, aquellos
dependientes del GSH son de vital importancia para proteger a las plantas de los efectos
adversos de la sequia y mejorar su tolerancia a dicho estrés (Hasanuzzaman et al., 2017,
Nguyen et al., 2019). En este estudio, una mayor acumulacion de GSH se detectd en raices
de plantulas estresadas de ambas lineas, siendo dicha acumulacion mas importante en las

raices de la linea tolerante B71. En linea con nuestros resultados, se encuentra ampliamente
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documentado que en condiciones de estrés por sequia una mayor producciéon de GSH y el
mantenimiento del equilibrio redox [relacion GSH reducido/GSH oxidado (GSSG)] son
esenciales para mantener los mecanismos de detoxificacion celular (Nguyen et al., 2019).
En este sentido, Jiang et al. (2022) reportaron un incremento significativo de GSH en plantas
de maiz sometidas a sequia en comparacion con la condicidn de riego dptimo. Por otro lado,
en plantas de girasol se ha observado una acumulacion de GSH en respuesta a condiciones
de sequia (Labudda y Azam, 2014).

La aplicacion foliar de los PGRs promovi6 la acumulacion de GSH en raices de
plantulas estresadas de ambas lineas bajo nuestras condiciones experimentales. En
concordancia, Ahammed et al. (2017) reportaron que 24-epibrasinolide es capaz de inducir
los sistemas de defensa antioxidantes no enzimaticos en pepino y aumentar el contenido de
compuestos antioxidantes, entre ellos GSH. En este sentido, Zeng et al. (2022) observaron
que la aplicacion de 24-epibrassinolide favorecié la acumulacién de GSH bajo estrés por
sequia en Vitis vinifera L. En adicion, recientemente Xie et al. (2024) detectaron incremento
en el contenido de GSH cuando se aplico exdgenamente GR24 a plantulas de soja sometidas
a diferentes intensidades de estrés hidrico. Ademas, se ha reportado que, en plantulas de trigo
sometidas a estrés salino, el tratamiento con KARI incrementd significativamente el
contenido de GSH y redujo el contenido de glutation oxidado (GSSG), lo cual favorecié la
relacion GSH/GSSG en las plantulas (Shah et al., 2021).

En condiciones de estrés hidrico, la acumulacion excesiva de EROs es capaz de
ocasionar dafios en las membranas celulares a través de la peroxidacion de los acidos grasos
insaturados (Jiang et al., 2022). Esto puede ser observado a través de un aumento en el
contenido de MDA, un marcador clave del dafio oxidativo que ocurre en las membranas
celulares (Huang et al., 2019). En el presente estudio, la acumulacion de MDA cuantificada
en raices de plantulas estresadas de la linea B59 podria estar indicando el dafio ocurrido en
las membranas de los tejidos radicales. En contraposicion, en raices de B71 no se observaron
modificaciones en el contenido de este compuesto por efecto del tratamiento de estrés hidrico
impuesto. Esta acumulacion diferencial de MDA entre lineas podria estar en estrecha
relacion con la sensibilidad de cada una al estrés hidrico. Coincidentemente con estos
resultados, se informd que plantas transgénicas de Arabidopsis evidenciaron mejor
tolerancia a la sequia comparado con las plantas silvestres, lo cual fue asociado con una
menor acumulacion de MDA en respuesta al estrés hidrico (Nguyen et al., 2019).

En raices de plantulas estresadas de la linea sensible B59, la aplicacion exdgena de

GR24 y KAR2 mitig6 de forma significativa la acumulacion de MDA, lo cual podria estar
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indicando, al menos en parte, un alivio en el dafo oxidativo en las membranas celulares de
los tejidos radicales luego de la aplicacion de estos PGRs. Similarmente, fue reportado por
Song et al. (2023) que la aplicacion de GR24 redujo el contenido de MDA en las raices de
dos variedades de trigo bajo estrés por sequia y, por lo tanto, la tolerancia de las variedades
sensibles podria incrementarse mediante la aplicacion de este regulador vegetal. Otro estudio
en trigo reveld un aumento en el contenido de MDA por efecto del estrés hidrico vy,
posteriormente, una reduccion significativa de dicho indicador luego de la aplicacion de
GR24, lo cual contribuye al cuerpo de conocimientos acerca del rol de este compuesto en la
mitigacion del dafio oxidativo a las membranas (Guo et al., 2023). Por otro lado, Shah et al.
(2021) reportaron que un mayor contenido de MDA fue detectado en plantulas de trigo bajo
estrés salino, pero la aplicacion de KAR1 disminuy¢ significativamente el nivel enddgeno

de tal compuesto.

Andlisis integrado de los parametros evaluados y conclusiones

El andlisis integral de los pardmetros morfo-anatomo-histoldgicos, fisiologicos y
bioquimicos evaluados en el presente estudio reveld que las plantulas de las lineas B59 y
B71 mostraron diferentes estrategias de respuesta al estrés hidrico a nivel de su sistema
radical, y que las mismas se correlacionaron con el grado de sensibilidad intrinseco que
presenta cada linea a este tipo de estrés abiotico.

A nivel morfo-anatomo-histologico, la tolerancia de la linea B71 se expreso a través
del desarrollo de un sistema radical compuesto por raices de menor didmetro, con una mayor
superficie y tejidos conductores mas eficientes, caracteristicas que favorecerian la
exploracion en mayor profundidad y la absorcion de agua y nutrientes del suelo. En
contraste, la linea sensible B59 mostré modificaciones estructurales menores que las de B71
en las raices de las plantulas estresadas.

A nivel fisiologico, la linea B71 exhibié una respuesta hormonal de mayor
complejidad, caracterizada por niveles endogenos mas elevados de fitohormonas “clasicas”
y multiples interacciones entre éstas y los BRs asociados a dos de sus vias de biosintesis:
C28 y C29. En contraste, la sensibilidad de la linea B59 se vio reflejada a través de la
deteccion de BRs endogenos sintetizados a través de las tres rutas de biosintesis (C27, C28

y C29) como mecanismo fisioldgico para mantener una respuesta optimizada frente al estrés.
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A nivel bioquimico, las raices de la linea tolerante B71 requirieron un aumento en la
concentracion de carbohidratos y glicina betaina para alcanzar un ajuste osmotico eficiente.
En su lugar, la linea sensible B59 necesitd acumular simultaneamente carbohidratos, prolina
y glicina betaina para afrontar el estrés hidrico impuesto. Asimismo, en las raices de B71, el
sistema antioxidante presentd niveles basales mas elevados de GSH y H»0., conjuntamente
con una rapida acumulacién de ambos compuestos ocasionada por el estrés hidrico, lo cual
propicio una respuesta mas eficiente ante dicho estrés, al tiempo que logrd mitigar posibles
dafios a las membranas celulares, hecho que se reflejo en la ausencia de cambios en el
contenido de MDA.. Por el contrario, la linea sensible B59 present6 un incremento moderado
de GSH y, en consecuencia, una acumulacion de H>O> y MDA, indicando un dafio oxidativo
mas severo comparado con la linea tolerante.

En conjunto, las modificaciones observadas en la linea B71 ponen de manifiesto su
tolerancia al estrés hidrico, lo cual se correlaciona con su mayor capacidad para lograr el
equilibrio entre crecimiento y tolerancia al estrés.

A modo de sintesis, se realizd un analisis de componentes principales (ACP), una
técnica estadistica que permite simplificar un conjunto de datos con numerosas variables
mediante su transformacion en un numero reducido de componentes principales que
conservan la mayor parte de la informacion original, posibilitando la deteccion de patrones
o agrupamientos (Greenacre et al., 2022). En este estudio, el ACP se realizd a partir de las
variables morfo-anatomo-histologicas, fisioldgicas y bioquimicas evaluadas, comparando
ambas lineas crecidas en condicidn control y sometidas a estrés hidrico moderado (Fig. 57),
a fin de identificar cudles de ellas explican la mayor parte de la variabilidad observada en
los resultados, determinar las diferencias entre tratamientos, y analizar de manera integrada
coémo responde cada linea endocriada frente al tratamiento de estrés hidrico impuesto (Fig.
58).

En dicho andlisis, el CP1 (52,5%) y el CP2 (25,9 %) explicaron el 78,4 % de la
variabilidad total presente en el conjunto de datos y permitieron diferenciar claramente los
tratamientos (combinacion entre linea y condicidon hidrica) en funcién de las variables
evaluadas. La linea B71 bajo condicidon control se asocidé con variables como prolina,
diametro y nimero de vasos, longitud de raiz principal, areas (total, del cilindro central y de
la corteza) de raiz principal y laterales, lo que sugiere una conservacion estructural (morfo-
anatomo-histoldgica) y osmotica en condiciones Optimas de humedad. Bajo estrés hidrico,
esta linea se asocio con concentraciones elevadas de ABA, JA, AIA, GA1, ZEA, H»02, GSH,
glicina betaina y carbohidratos, asi como BRs (24-epiBL, BL, 28-norCS y 28-homoCS), lo

92



CP 2 (25.9%)
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que indica una respuesta adaptativa a nivel redox y hormonal frente al déficit hidrico. Por el
contrario, la linea endocriada B59 se asocid con area foliar y peso fresco tanto de parte aérea
como de raices, reflejando un mayor crecimiento en condiciones no estresantes. En estrés
hidrico, B59 evidencié una correlacion con CS, homoDL y peso seco de raices, sugiriendo
la activacion de rutas especificas de sefializacion. En conjunto, este analisis revela que B71
enfrenta la condicion estresante principalmente mediante ajustes en parametros bioquimicos
y una red hormonal integrada, mientras que B59 revela una sefializacion especifica mediada

por BRs y modificaciones en parametros morfo-anatomo-histologicos (Fig. 57 y 58).
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Fig. 57. Biplot del Analisis de Componentes Principales (ACP) obtenido a partir de las variables
morfo-anatomo-histologicas, fisiologicas y bioquimicas evaluadas en ambas lineas endocriadas bajo
condiciones control y estrés hidrico moderado. Los puntos azules representan a cada tratamiento
(B59: Control, B59: Estrés Hidrico, B71: Control y B71: Estrés Hidrico). Los vectores indican la
contribucion y direccion de cada variable al ordenamiento multivariado. Abreviaturas: ACC (area del
cilindro central), AC (area de la corteza), AT (area total), RL (raices laterales), N° RL (numero de
raices laterales), RP (raiz principal), Long. RP (longitud de raiz principal), Sup. Proy. (superficie
proyectada), N° vasos (nimero de vasos xilematicos), PS (peso seco), PF (peso fresco), PA (parte
aérea), PR (parte radical), TE (teasterona), homoDL (homodolicholide), CS (castasterona), BL
(brasinolide), 24-epiBL (24-epibrasinolide), 28-norCS (28-norcastasterona), 28-homoCS (28-
homocastasterona), JA (acido jasmoénico), ABA (4cido abscisico), AIA (acido indol acético), ZEA
(zeatina), GA1 (giberelina 1), GSH (glutation reducido), GB (glicina betaina), H,O, (perdxido de
hidrégeno) y MDA (malondialdehido).
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Fig. 58. Representacion esquematica de los principales parametros que caracterizaron la respuesta
de cada linea endocriada en condiciones de irrigacion optima (hacia la izquierda de la linea punteada)
y, modificaciones positivas observadas en las plantulas por efecto del tratamiento de estrés hidrico
moderado, evidenciadas a través de aumentos (flechas rojas) en distintos parametros morfo-anatomo-
histolégicos, fisiologicos y bioquimicos (hacia la derecha de la linea punteada). Abreviaturas: ACC
(area del cilindro central), AC (area de la corteza), AT (area total), RL (raices laterales), N° RL
(nimero de raices laterales), RP (raiz principal), S. proyectada (superficie proyectada), TE
(teasterona), homoDL (homodolicholide), CS (castasterona), BL (brasinolide), 24-epiBL (24-
epibrasinolide), 28-norCS (28-norcastasterona), 28-homoCS (28-homocastasterona), JA (&cido
jasmoénico), ABA (acido abscisico), AIA (acido indol acético), ZEA (zeatina), GA1 (giberelina 1),
GSH (glutation reducido), GB (glicina betaina), H>O» (peréxido de hidrogeno).

La aplicacion exdgena de los diferentes PGRs en plantulas sometidas a condiciones
de estrés hidrico produjo diversas modificaciones en los pardmetros morfo-anatomo-
histologicos, fisiologicos y bioquimicos evaluados en este estudio. Asimismo, el efecto
fisiologico de cada PGR vario entre plantulas pertenecientes de ambas lineas.

Particularmente, a nivel de su estructura morfo-anatomica, la raiz principal de
plantulas B59 evidencio respuestas similares frente a la aplicacion de los tres PGRs, mientras
que en B71 los efectos resultaron mas heterogéneos. A nivel histologico, las modificaciones

mas notorias en la raiz principal de B59 fueron inducidas por GR24 y KAR2; en cambio, en
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la linea tolerante B71, los tres reguladores actuaron en forma coordinada, mejorando las
respuestas ocasionadas por el tratamiento de estrés hidrico. Finalmente, en las raices laterales
de ambas lineas, se destaco particularmente el efecto producido por GR24.

En relacion con los niveles enddgenos de las fitohormonas “clasicas” cuantificados
en plantulas sometidas a estrés y tratadas con PGRs, los reguladores GR24 y KAR2
indujeron los cambios mas significativos en las raices de B59, mientras que BL provoco las
modificaciones mas notables en las raices de B71. Asimismo, la aplicacion de los tres PGRs
promovié la acumulacion de BRs. En las raices de ambas lineas endocriadas se evidencio la
activacion de las tres vias de sintesis de BRs (C27, C28 y C29).

De manera similar a lo observado para los parametros morfo-anatomo-histolégicos,
comparando la respuesta de las dos lineas en estudio, a nivel bioquimico, la aplicacion de
los reguladores del crecimiento vegetal produjo una acumulacion diferencial de
carbohidratos solubles, prolina y glicina betaina, siendo la linea tolerante la que mostrd una
mejor respuesta de adaptacion al estrés. Por otra parte, la aplicacion de los tres PGRs
contribuyé al alivio del estrés oxidativo en la linea sensible B59, evidenciado por la
reduccion en el contenido de H2O: en las raices de plantulas estresadas y el incremento en
la acumulacion del compuesto antioxidante no enzimatico GSH. Estas modificaciones se
vieron reflejadas en una disminucion del contenido de MDA.

Se realizd un segundo ACP que resumi¢ la variabilidad de los parametros morfo-
anatomo-histologicos, fisiologicos y bioquimicos evaluados en plantulas de ambas lineas
endocriadas bajo condiciones de estrés hidrico moderado y tratadas con los distintos PGRs
(Fig. 59), a fin de identificar las variables con mayor poder explicativo, determinar las
diferencias entre tratamientos y analizar la respuesta particular de cada linea (Fig. 60).

El CP1 explico el 48,7% de la variabilidad total de los datos y separé principalmente
a los tratamientos de la linea B71 con respecto a la linea B59. En este caso, la linea tolerante
se asocio con variables bioquimicas como el contenido de carbohidratos, prolina y GSH, y
parametros fisiologicos, como el contenido de fitohormonas clasicas (JA, ABA, ZEA, AIA
y GAl) y BRs tales como BL, 28-norCS y 24-epiBL. En contraposicion, la linea B59 se
relaciono principalmente con variables morfoldgicas y BRs como homoDL, TE y CS. En
adicion, el CP2 (22,0 %) distingui6 particularmente el tratamiento B59:KAR2, asociado a
variables como el nimero y didmetro de vasos, areas de raiz principal (area total, de cilindro
central y de la corteza) y el contenido de CS, TE y 28-homoCS. En conjunto, este andlisis
explico el 70,7 % de la variabilidad total presente en el conjunto de datos y evidencio las

respuestas diferenciales entre las lineas en estudio debido a la aplicacion de los PGRs bajo
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condiciones de estrés hidrico, indicando que cada regulador ocasiondé modificaciones
particulares en los parametros analizados, reflejando una respuesta genotipo-dependiente

frente a este tipo de estrés abiotico (Figs. 59 y 60).
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Fig. 59. Biplot del Anélisis de Componentes Principales (ACP) construido a partir de las variables
morfo-anatomo-histologicas, fisiologicas y bioquimicas evaluadas en ambas lineas endocriadas bajo
estrés hidrico moderado y tratadas con los distintos reguladores del crecimiento vegetal (GR24, BL
y KAR2), junto a sus respectivos controles. Los puntos azules representan a cada tratamiento (B59:
Sin aplicacion, B59: GR24, B59: BL, B59: KAR2; B71: Sin aplicacion, B71: GR24, B71: BL, B71:
KAR?2). Los vectores indican la contribucién y direccion de cada variable al ordenamiento
multivariado. Abreviaturas: ACC (area del cilindro central), AC (area de la corteza), AT (area total),
RL (raices laterales), N° RL (nimero de raices laterales), RP (raiz principal), Long. RP (longitud de
raiz principal), Sup. Proy. (superficie proyectada), N° vasos (numero de vasos xilematicos), PS (peso
seco), PF (peso fresco), PA (parte aérea), PR (parte radical), TE (teasterona), homoDL
(homodolicholide), CS (castasterona), BL (brasinolide), 24-epiBL (24-epibrasinolide), 28-norCS
(28-norcastasterona), 28-homoCS (28-homocastasterona), JA (acido jasmoénico), ABA (acido
abscisico), AIA (acido indol acético), ZEA (zeatina), GA1 (giberelina 1), GSH (glutation reducido),
GB (glicina betaina), H>O, (peréxido de hidrogeno) y MDA (malondialdehido).
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Fig. 60. Representacion esquematica de la respuesta de las plantulas de ambas lineas endocriadas
crecidas en condiciones de estrés hidrico moderado luego de la aplicacion de los distintos reguladores
del crecimiento vegetal (GR24, BL y KAR?2). Las flechas rojas representan los incrementos
observados en los principales parametros morfo-anatomo-histologicos, fisioldégicos y bioquimicos
asociados a cada respuesta. Abreviaturas: ACC (area del cilindro central), AC (area de la corteza),
AT (area total), RL (raices laterales), RP (raiz principal), TE (teasterona), homoDL
(homodolicholide), CS (castasterona), BL (brasinolide), 24-epiBL (24-epibrasinolide), 28-norCS
(28-norcastasterona), 28-homoCS (28-homocastasterona), JA (4cido jasmonico), ABA (acido
abscisico), AIA (acido indol acético), ZEA (zeatina), GA1 (giberelina 1), GSH (glutation reducido),
GB (glicina betaina), H>O, (peréxido de hidrogeno).
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En sintesis, a partir de los resultados obtenidos en este estudio, se evidencia que cada
linea endocriada mostré una respuesta particular a nivel de su sistema radical frente al estrés
hidrico, relacionada con una intrincada y compleja red que comprende diferentes niveles,
tales como morfolégico, anatomo-histologico, fisioldégico y bioquimico, tendiente a
equilibrar su grado de tolerancia/sensibilidad al estrés y el crecimiento. Por lo tanto,
desentrafiar estas interacciones y comprender su significancia funcional en las respuestas al
estrés implica un desafio debido a la naturaleza dindmica de los compuestos involucrados y
las diversas sefiales ambientales a las que se enfrentan las plantas. En tal sentido, este trabajo
contribuye a tal fin, brindando conocimiento especifico sobre la respuesta a nivel radical de

un cultivo de importancia agroecondmica como el girasol.

Consideraciones finales y perspectivas

Los resultados de este estudio plantean nuevos interrogantes y posibles lineas de
investigacion orientadas a profundizar la comprension de las respuestas de plantulas de
girasol a nivel de su sistema radical frente a estrés hidrico, y a la accion fisioldgica de los
PGRs evaluados (GR24, BL y KAR?2).

En primer lugar y, con la finalidad de complementar el perfil hormonal obtenido,
seria fundamental cuantificar la concentracion enddgena de estrigolactonas, dado que este
grupo de fitohormonas ha sido escasamente estudiado y reportado en la bibliografia,
especialmente en cultivos como el girasol, sometidos a estrés hidrico.

Por otra parte, futuras investigaciones podrian enfocarse en caracterizar los
mecanismos moleculares asociados con la respuesta al estrés hidrico mediante analisis
genéticos, lo que permitiria identificar posibles rutas de sefializacion y genes regulados tanto
por el estrés hidrico como por la accion de cada PGR en ambas lineas endocriadas.
Asimismo, seria importante validar estas respuestas en condiciones de cultivo a campo, con
el fin de evaluar la estabilidad de los mecanismos identificados y el potencial uso de los
PGRs como herramientas alternativas para mitigar los efectos adversos del estrés hidrico en
girasol. Finalmente, integrar este conocimiento en programas de mejoramiento genético
contribuiria a la obtencion de genotipos de girasol mas tolerantes a este tipo de estrés

abiotico.
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Dado que este estudio se focalizod en la respuesta del sistema radical de girasol, el
analisis de la parte aérea (hojas + tallo) representaria un complemento esencial para obtener
conocimientos mas profundos sobre la plantula completa. Este analisis permitiria evaluar la
respuesta integrada entre ambos Organos frente al estrés hidrico y la accion de los PGRs, al
tiempo que posibilitard determinar como tales ajustes contribuyen al mantenimiento del

crecimiento y al equilibrio hidrico de la plantula.
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ANEXO I — Ensayos preliminares

Metodologia N° 1 — Sistema hidroponico de crecimiento de plantulas

Material vegetal
Semillas de dos lineas endocriadas de girasol: B59 y B71, caracterizadas como sensible y

tolerante a estrés hidrico, provistas por la Estacion Experimental Agropecuaria (EEA)-INTA

Manfredi.

Ensayo de pre-germinacion

Veinticinco semillas de cada linea, previamente desinfectadas con hipoclorito de sodio 3%,
fueron pre-germinadas en bandejas plésticas conteniendo como soporte toallas de papel
humedecidas a saturacion con agua destilada. Las bandejas se cubrieron con bolsas de nylon
y se colocaron en Cuartos Ambientales Conviron PR48 programados con 8 h de oscuridad a
20 °Cy 80% de HR y 16 h de luz (160 pmol.m™. s™') a 28 °C y 70% de HR para permitir la
pre-germinacion de las semillas por 72 h. Como criterio de germinacion se considerd la
profusion de la radicula a través del clamidocarpo. Transcurridas 72 h, se seleccionaron
aquellas plantulas que presentaron una longitud radical de 2 cm y se transfirieron a los

contenedores hidropdnicos. La experiencia se llevo a cabo por cuadruplicado.

Diserio del sistema hidroponico de crecimiento

El sistema consistio en recipientes plasticos (24 cm de alto x 10,5 cm de diametro)
independientes entre si y de color azul oscuro para evitar la penetraciéon de luz y la
proliferacion de algas. En la parte superior de cada recipiente, se disefié una superficie de
soporte para permitir el anclaje de las plantulas y la inmersion de las raices dentro de la
solucion nutritiva de crecimiento. La superficie de apoyo estaba constituida por dos
estructuras circulares superpuestas de goma espuma (10,3 cm de didmetro y 1 cm de espesor)
y telgopor (10,3 cm de didmetro y 0,2 cm de espesor) con perforaciones de manera tal que
las raices quedaran inmersas en la solucion de crecimiento. Ademas, a ambas estructuras, se
les realizo una perforacion lateral en forma de medio circulo para permitir la introduccion
de la manguera aireadora. Por tltimo, se instalo el sistema de oxigenacion compuesto por un
aireador y mangueras de manera tal que proporcionara un suministro adecuado de oxigeno

a cada uno de los recipientes (Ver mas detalles en la Fig. 61).
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Fig. 61. Diagrama esquematico ilustrativo del sistema de cultivo hidropénico (A) y configuracion
hidroponica final: vista superior (B y D) y vista lateral (C).

Parametros evaluados

pH: Se evaluaron diferentes valores de pH (desde 4 a 7) a fin de determinar el rango 6ptimo
que permitiera el crecimiento saludable de las plantulas. Para ello, se empled un pHmetro
(pH/mV meter, Automatic Temperature Compensation, AZ Model: 8601) y los valores se

ajustaron con hidréxido de potasio 1M.

Contenido de oxigeno disuelto y conductividad eléctrica: El nivel de oxigeno disuelto y la
conductividad eléctrica de la solucion nutritiva se midieron en el medio hidroponico durante
todo el experimento. Para ello, se empled un oximetro portatil con sensor YSI DO200 y un

conductimetro portatil Lutron CD-4303, respectivamente.

Conductancia estomatica.: Esta medicion se realizo a ~9 a.m. sobre la linea media de la hoja
(evitando la nervadura central) de plantulas de 17 dias de edad (tiempo en el que alcanzaron
la superficie foliar minima requerida para esta determinacién), empleando para ello un Leaf

Porometer, Model SC-1 (Decagon Devices; Pullman, WA, EE. UU.).

Condiciones de luz: Se evaluaron dos intensidades luminicas: 160 umol.m?. sy 110

pumol.m?. s!, a fin de establecer las condiciones optimas de crecimiento de las plantulas.
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Estas intensidades se configuraron utilizando herramientas especificas del Cuarto Ambiental

de crecimiento (Conviron GR48).

Ensayo de crecimiento vegetativo (V4)

Dos plantulas (por repeticiéon) de tamafio uniforme y sin lesiones visibles en la raiz se
transfirieron a cada recipiente plastico y se conecté el sistema de oxigenacion. Durante los
primeros 7 dias cada recipiente se llenod con agua, la cual fue reemplazada en adelante por
solucion nutritiva de Hoagland a un pH ajustado a 6,3. Estos contenedores se colocaron en
Cuartos Ambientales Conviron PR48 programados con un fotoperiodo de 8 h de oscuridad
a 18°C y 90% de humedad relativa (HR) y 16 h de luz (110 pmol.m™. s') a 28°C y 80% de
HR. Cada 2 dias se renové completamente la solucion, manteniendo el nivel de solucion
nutritiva en 1,8 L (volumen inicial) y el pH entre 6,2-6,3. Los tratamientos aplicados fueron:
1. Hoagland 50% carga idnica (control) durante 24 dias; 2. Hoagland suplementado con

manitol 400 mM (estrés hidrico) durante 14 dias.

Aplicacion de manitol: Se evaluaron varias concentraciones y modos de aplicacion del
manitol. En primer lugar, se realizo la aplicacion de manitol 400 mM en forma de solucion
disuelta en el medio nutritivo Hoagland, aunque esto resultd en un estrés demasiado severo,
lo cual ocasiond la muerte de las plantulas. Por lo tanto, se optd por disminuir la
concentracion a 200 mM y su aplicacion se realizd mediante “pulsos” aplicados cada dos
dias (4 pulsos de 50 mM o 3 pulsos de 66.6 mM). Finalmente, dicha concentracion resulto
igualmente severa que la primera concentracion ensayada, por lo tanto, se suspendid su

aplicacion en este sistema experimental.

Pardametros morfologicos

Cuando las plantulas alcanzaron los 24 dias edad, el sistema de raices completo se aislo de
cada plantula, colocd en bandeja y cuidadosamente se desenred6 a fin de minimizar su
superposicion. A continuacion, se tomaron fotografias del mismo con una cdmara NIKON
D5100. Luego, se midieron distintos pardmetros de forma manual y empleando el software
Imagel (con su complemento SmartRoot). Se determin6 longitud, superficie proyectada,
superficie, volumen y didmetro medio de la raiz principal. Ademads, el nimero de raices

laterales y el angulo de insercion de las mismas.
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Diserio experimental y analisis estadistico

El disefo experimental fue completamente aleatorizado con 4 repeticiones temporales. Los
datos de los parametros morfo-fisioldgicos se analizaron mediante el software estadistico
Infostat® (Di Rienzo et al., 2014). Los datos se sometieron a analisis de varianza (ANOVA)
y las diferencias significativas entre las medias se determinaron mediante comparaciones por
pares utilizando la prueba de Tukey a un nivel de p < 0,05. En caso de ausencia de
homogeneidad, se realizO una prueba no paramétrica (Kruskal Wallis), seguida de

comparaciones multiples no paramétricas.

Resultados

pH

El rango de pH establecido como 6ptimo para evitar desequilibrios en la disponibilidad de
nutrientes o sintomas de deficiencia/toxicidad en las plantulas de girasol fue 6,2- 6,3. Dentro
de ese rango, efectivamente las plantulas pudieron absorber todos los nutrientes necesarios
que les permitieron alcanzar un crecimiento saludable. Mientras que a valores mas bajos de
pH (rango entre 5,8-6,1) las plantulas mostraron algunos sintomas de deficiencias minerales,

tal como puede apreciarse en la Fig. 62.

Fig. 62. Fotografias representativas de hojas de plantulas de girasol de 24 dias crecidas bajo
diferentes rangos de pH.

Contenido de oxigeno, conductividad eléctrica y conductancia estomdtica

Bajo nuestras condiciones experimentales, los niveles dptimos de oxigeno oscilaron entre
7,63 y 7,78 ppm durante todo el experimento (Fig. 63A). En referencia a la conductividad
eléctrica, se observd un notable aumento de la misma cuando la solucién del medio
hidroponico (agua) se reemplazé con la solucion de Hoagland, y posteriormente un aumento

gradual hasta alcanzar valores entre 1,1y 1,2 dSm™! (Fig. 63B). Por otro lado, la conductancia
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estomatica mostré un aumento significativo durante el curso del experimento (Fig. 63C), y

fue mayor al momento de la cosecha.
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Fig. 63. Parametros evaluados en el sistema de cultivo hidroponico: oxigeno disuelto (A) y
conductividad eléctrica (B). Conductancia estomatica medida en hojas de plantulas de la linea B59
(17 dias de edad) cultivadas en el sistema hidropénico (C). El eje horizontal representa los dias a
partir de que las semillas germinadas fueron colocadas en el sistema de cultivo hidroponico. Los
experimentos se realizaron por triplicado (+ SE).

Pardametros morfologicos

Al momento de cosecha se logré una correcta extraccion de las raices del sistema
hidroponico, obteniéndose asi material vegetal limpio e intacto para las determinaciones
posteriores (Fig. 64). A partir de cada sistema radical fue posible realizar distintas
mediciones y se determin6 que las plantulas de la linea endocriada B59 poseian un sistema
radical caracterizado por una raiz principal con una longitud de 12,95 cm promedio, un
numero aproximado de 66 raices laterales y angulos de insercion menores de 50°, entre otras

caracteristicas evaluadas (Tabla 6).
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Fig. 64. Ensayo de crecimiento vegetativo de girasol realizado en el sistema de cultivo hidroponico.
Fotografia de una plantula de girasol de la linea B59 de 24 dias de edad cultivada en el sistema
hidroponico disefiado (A). Imagen en primer plano del sistema de raices (B).

Tabla 6. Parametros morfoldgicos evaluados en raices de plantulas de la linea endocriada de girasol
B59 cultivadas en sistema hidroponico. Los experimentos se realizaron por cuadruplicado (+ SE).

Parametro
Longitud de raiz principal (cm) 12,95+ 0,94
Numero de raices laterales 66,44 + 5,92
Angulo de insercion (grados) 47,22 + 8,26
Superficie proyectada (cm?) 0,93 +£0,20

Superficie (cm?) 1,15+0,38
Volumen (cm?) 0,02+ 0,01
Diametro medio (cm) 0,02 + 0,002

Estos resultados fueron publicados en el articulo cientifico: “The design of an easy-to-make
hydroponic cultivation medium to obtain root systems in sunflower (Helianthus annuus L.)
during early vegetative growth”. Aldana Boero, Federico Ramirez, Ana Vigliocco, Andrea
Andrade, Sergio Alemano. (2022). Journal of Plant Growth Regulation.
https://doi.org/10.1007/s00344-022-10691-5.
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NOTA: Esta metodologia permitié un crecimiento adecuado de las plantulas bajo
condiciones control; no obstante, al realizar la aplicacion de manitol para generar el
tratamiento de estrés hidrico, las mismas no fueron capaces de continuar con su crecimiento
y desarrollo de manera saludable y adecuada, debido a que el manitol se adhiri6 a las raices
formando una capa “mucosa”, impidiendo de esta forma su correcta oxigenacion y
aumentando la severidad del estrés impuesto. Por ello, y también atendiendo a la sugerencia
efectuada por uno de los miembros de la Comision Evaluadora de Tesis, se optd por
desestimar el empleo del sistema hidroponico como medio de crecimiento de las plantulas.
En su lugar, se decidi6 probar un método de crecimiento empleando un sustrato solido. Dicha

metodologia se describe a continuacion.

Metodologia N° 2 — Sustrato solido de crecimiento

Material vegetal
Se emplearon semillas de dos lineas endocriadas de girasol: B59 y B71, caracterizadas como

sensible y tolerante a estrés hidrico, provistas por la Estacion Experimental Agropecuaria

(EEA)-INTA Manfredi.

Ensayo de pre-germinacion

Veinticinco semillas de cada linea, previamente desinfectadas con hipoclorito de sodio 3%,
fueron pre-germinadas en bandejas de pléstico conteniendo como soporte toallas de papel
humedecidas a saturacion con agua destilada. Las bandejas se cubrieron con bolsas de nylon
y se colocaron en Cuartos Ambientales Conviron PR48 programados con 8 h de oscuridad a
20 °Cy 80% de HR y 16 h de luz (160 pmol.m™. s™) a 28 °C y 70% de HR para permitir la
pre-germinacion de las semillas por 48 h. Como criterio de germinacioén se considero la
profusion de la radicula a través del clamidocarpo. Se cosecharon las semillas germinadas
que poseian una longitud radical dentro del rango (X + ). La experiencia se realizd por

cuadriplicado.
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Ensayo para seleccion de sustrato

Se evaluaron diferentes sustratos solidos con la finalidad de seleccionar aquel mas adecuado
para el crecimiento y desarrollo de las plantulas y que al mismo tiempo permitiera una
extraccion Optima del sistema radical.
Los sustratos ensayados consistieron en:

- Arena gruesa + perlita (1:1) mas una capa superficial de arena fina (para soportar la

semilla/plantula al momento de la siembra).

- Arena gruesa + perlita + tierra (1:1:1).

- Arena gruesa + perlita + tierra (1:1:2).
Los componentes de cada sustrato fueron mezclados en las proporciones correspondientes y
humedecidos al 60% de capacidad de campo (c.c.) al momento de siembra. En cada maceta
se sembro una semilla de girasol de las lineas endocriadas arriba mencionadas y las mismas
se mantuvieron en Cuartos Ambientales Conviron PR48 programados con las condiciones
ambientales antes mencionadas. Se realizaron riegos con Hoagland 50% carga ionica cada 2
dias y al 10° dia postsiembra se inici6 la aplicacion de los siguientes tratamientos: 1.
Hoagland 50% carga i6nica (control) durante 14 dias; 2. Hoagland suplementado con
manitol 265 mM (estrés hidrico moderado) durante 14 dias. Al momento de cosecha (24 dias
de edad de las plantulas, estadio de crecimiento vegetativo V4), el sistema de raices completo
de cada plantula se aisld, colocd en una bandeja y cuidadosamente se desenredd a fin de
minimizar su superposicion. Se midieron parametros morfoldgicos tanto de parte aérea como
radical (longitud de parte aérea, nimero de raices laterales y dngulo de insercion) como

criterio para la seleccion del sustrato de siembra mas apropiado.

Finalmente, se optd por la combinacion de arena gruesa, perlita y tierra en la proporcion
1:1:1 como sustrato a emplear debido a que las plantulas evidenciaron un adecuado
crecimiento, al tiempo que permitid una correcta extraccion del sistema radical en su
totalidad. Respecto a los otros dos sustratos ensayados, se descarté la posibilidad de
utilizarlos debido a que la combinacion arena gruesa y perlita no se asemeja al medio natural
de crecimiento del cultivo; mientras que la combinacion arena gruesa, perlita y tierra
(proporcion 1:1:2) dificulta la extraccion del sistema radical intacto debido a que su nivel de

compactacion provoca la ruptura de las raices.
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Ensayo para seleccion de concentraciones de reguladores del crecimiento vegetal

(PGRs)

Material vegetal
Se emplearon semillas de dos lineas endocriadas de girasol: B59 y B71, caracterizadas como
sensible y tolerante a estrés hidrico, provistas por la Estacion Experimental Agropecuaria

(EEA)-INTA Manfredi.

Ensayo exploratorio de aplicacion de PGRs
Se realizaron una serie de ensayos en los cuales se evaluaron distintas concentraciones de
los reguladores del crecimiento vegetal propuestos en este proyecto de Tesis, a fin de optar
por aquella mas efectiva en su respuesta fisioldgica, la cual serd empleada en adelante. La
eleccion de las distintas concentraciones a ensayar se establecid en base a reportes
bibliograficos para otras especies agronomicas, a saber: GR24: trigo de invierno (Sedaghat
et al., 2021- Plants, 10:1223); BL: arroz (Farooq et al., 2009- J. Agronomy & Crop Science,
195: 262-269); tomate (Yuan et al., 2010- Scientia Horticulturae 126: 103-108); KAR?2:
Amaranthus hybridus (Ngoroyemoto et al., 2019- South African Journal of Botany 124: 87-
93).
Los reguladores del crecimiento vegetal y sus concentraciones fueron las siguientes:

- KAR?2: karrikina. Concentraciones: 1 uM y 10 nM.

- GR24: estrigolactona sintética. Concentraciones: 1 uM, 3 uM, SuM y 10 uM.

- BL: brasinolide. Concentraciones: 0,01 uM y 1 uM.

NOTA: Se ensayaron cuatro concentraciones de GR24: en primer lugar, se evalué 5uM y 10
uM, pero en ambos casos las plantulas sufrieron dafios por fitotoxicidad (se anexan
fotografias; Fig. 74 y 75) y, por lo tanto, se decidi6 evaluar el efecto de las otras dos
concentraciones (1 y 3 uM). En el caso de BL, se presentan resultados solo de una de las
concentraciones aplicadas (0,01 uM) debido a que la otra seleccionada (1 uM) ocasion6
danos por fitotoxicidad a las plantulas luego de ser aplicado (se anexan fotografias; Fig. 76).
En este caso particular, no se decidié evaluar otra concentracion debido a que empleando

0,01 uM se observo respuesta por parte de las plantulas.
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Ensayo de pre-germinacion

Veinticinco semillas de cada linea, previamente desinfectadas con hipoclorito de sodio 3%,
fueron pre-germinadas en bandejas plasticas conteniendo como soporte toallas de papel
humedecidas a saturacion con agua destilada. Las bandejas se cubrieron con bolsas de nylon
y se colocaron en Cuartos Ambientales Conviron PR48 programados con 8 h de oscuridad a
20 °C y 80% de HR y 16 h de luz (160 umol.m™. s') a 28 °C y 70% de HR para permitir la
pre-germinacion de las semillas por 48 h. Como criterio de germinacion se considerd la
profusion de la radicula a través del clamidocarpo. Se cosecharon las semillas germinadas
que poseian una longitud radical dentro del rango (X £ §). La experiencia se realizd por

cuadriplicado.

Ensayos de crecimiento vegetativo (V4) y aplicacion exogena de PGRs

Las semillas germinadas a las 48 h se trasplantaron a macetas de 20 x 40 cm conteniendo
como sustrato una mezcla de arena gruesa, perlita y tierra (1:1:1) humedecida al 60% de
capacidad de campo (c.c.). En cada maceta se sembr6 una semilla de girasol y las mismas se
mantuvieron en Cuartos Ambientales Conviron PR48 programados con las condiciones
ambientales antes mencionadas. Se realizaron riegos con Hoagland 50% carga idnica cada 2
dias y al 10° dia postsiembra se inicid la aplicacion de los siguientes tratamientos: 1.
Hoagland 50% carga idnica (control) durante 14 dias; 2. Hoagland suplementado con
manitol 265 mM (estrés hidrico moderado) durante 14 dias. La aplicaciéon de Hoagland y
Hoagland suplementado con manitol 265 mM se efectué mediante riego a saturacion. A los
17 dias post-siembra y sucesivamente cada dos dias, se realizd la aplicacion mediante
aspersion foliar de las soluciones de los reguladores del crecimiento vegetal, empleando las
concentraciones anteriormente descriptas. Al momento de cosecha (estadio V4), cada
plantula se aislo, colocd en una bandeja y se secciond en parte aérea y radical. Posteriormente

se realizaron distintas determinaciones morfoldgicas.

Determinaciones morfologicas
Para la determinacion de drea foliar se realizaron mediciones no destructivas de la porcion
mas ancha de la hoja. Se calculd segin Aguirrezabal et al. (1998) como sigue:

Y=0,8X +0,697X2
En dicha ecuacion se considerd el ancho medio del segundo par de hojas como el valor de
X, resultando Y como la superficie de la hoja en cm? La experiencia se realizé por

cuadruplicado.
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La longitud de parte aérea y de la raiz principal se registré6 de forma manual, empleando
para ello una regla. Para la longitud de parte aérea se considerd la altura del tallo principal,
desde la base hasta el apice. Para la longitud de la raiz principal, se tom6 desde el cuello de

la raiz hasta el 4pice radical. La experiencia se realizé por cuadruplicado.

Para las determinaciones de biomasa, se evalu6 el peso fresco (PF) de parte aérea y parte
radical. Posteriormente, el material vegetal se colocd en estufa a 75 °C hasta obtener peso

seco (PS) constante.

La respuesta relativa de la biomasa radicular al estrés (RBRE), se determind segin
Quandabhor et al. (2021) como sigue:

RBRE: (peso seco de raices bajo estrés / peso seco de raices en condicion control) x 100

Andlisis estadistico

Se utilizd un disefio experimental completamente aleatorizado con arreglo factorial y 4
repeticiones temporales. Los factores considerados fueron: linea endocriada, condicion
hidrica y tratamiento con los reguladores del crecimiento vegetal. Los datos de las distintas
determinaciones fueron analizados con el software Infostat (Di Rienzo et al., 2014),
empleando ANOVA considerando los efectos principales de cada factor y las interacciones
entre ellos (dobles y triple). Se empleo a posteriori un test de Rangos Multiples de diferencias

minimas significativas (LSD de Fisher; P < 0,05).
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Resultados

En condiciones de crecimiento control, la aplicaciéon de GR24 (1 uM y 3 uM) ocasiond una
disminucion significativa en la conductancia estomatica de las plantulas de ambas lineas,
B59 y B71 (Fig. 65A), mientras que la aplicacion de BL (0,01 uM) (Fig. 65B) y KAR2 (1
uM) (Fig. 65C) produjo un incremento. Cuando las plantulas fueron sometidas a estrés
hidrico moderado, la aplicacion de GR24 (3 uM) (Fig. 65A) y KAR2 (1 uM y 10 nM)
(Fig.65C) result6 en un aumento leve no significativo de este parametro en la linea B59;
mientras que en plantulas de la linea B71 la aplicacion de KAR2 (1 uM) incrementd
significativamente su conductancia estomatica (Fig. 65C). Las plantulas tratadas con BL no

mostraron cambios en dicho parametro (Fig. 65B).
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Fig. 65. Conductancia estomatica en hojas de plantulas de las lineas endocriadas B59 y B71
controles, estresadas y tratadas con GR24 (1 y 3 uM) (A); BL (0,01 uM) (B) o KAR2 (1 uM y 10
nM) (C) (n=4% SE). Letras diferentes indican diferencias significativas a p<0,05.
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En cuanto a la longitud de la parte aérea, no se observaron modificaciones luego de la
aplicacion de los PGRs a plantulas B59 crecidas en condiciones control (Fig. 66A, B, C);
mientras que la linea B71 evidenci6 una reduccion significativa posterior a la aplicacion de
KAR2 a ambas concentraciones evaluadas (Fig. 66C). Bajo condiciones de estrés hidrico
moderado, se observd que la aplicacion de GR24 (3 uM) causé una disminucion de la
longitud de parte aérea en la linea B59 y contrariamente, un aumento en plantulas B71 (Fig.
66A). La aplicacion de BL y KAR2 no produjo diferencias significativas en este parametro

con respecto a las plantulas estresadas sin tratar (Fig. 66B y 66C).
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Fig. 66. Longitud de parte aérea de plantulas de las lineas endocriadas B59 y B71 controles,
estresadas y tratadas con GR24 (1 y 3 uM) (A); BL (0,01 uM) (B) o KAR2 (1 uM y 10 nM) (C)
(n=4% SE). Letras diferentes indican diferencias significativas a p<0,05.

Bajo condiciones de crecimiento control, la longitud de raiz principal presentd una
disminucion tras la aplicacion de GR24 (1 uM) a plantulas de ambas lineas endocriadas y
GR24 (3 uM) a pléantulas de B59 (Fig. 67A). BL produjo un aumento no significativo en la

raiz principal de las plantulas B59 y una disminucion significativa en aquellas pertenecientes
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a la linea B71 (Fig. 67B). Por otro lado, la aplicacion de KAR2 (1uM y 10 nM) no afectd
este parametro en B59, aunque ocasiond un aumento significativo en la longitud de la raiz
principal de las plantulas de la linea B71 (Fig. 67C). Bajo condiciones de estrés hidrico, la
aplicacion de GR24 (1 uM y 3 uM) provoco un incremento estadisticamente significativo
en la longitud de la raiz principal de las plantulas B59, mientras que para la linea B71 solo
ocurrid con la aplicaciéon de GR24 3 uM (Fig. 67A). La aplicacion de BL no provocod
cambios significativos en este parametro (Fig. 67B). El tratamiento con KAR2 1 uM
incremento la longitud de raiz principal solo en plantulas de la linea B59, y la concentracion

10 nM produjo dicho efecto en B71 (Fig. 67C).
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Fig. 67. Longitud de raiz principal de plantulas de las lineas endocriadas B59 y B71 controles,
estresadas y tratadas con GR24 (1 y 3 uM) (A); BL (0,01 uM) (B) o KAR2 (1 uM y 10 nM) (C)
(n=4% SE). Letras diferentes indican diferencias significativas a p<0,05.

En relacion al peso fresco de la parte aérea de las plantulas de ambas lineas en estudio, en
condiciones control de crecimiento, se detectd una reduccion posterior a la aplicacion de

GR24 (1 uM) (Fig. 68A), mientras que KAR2 (1 uM y 10 nM) solo produjo este efecto en
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B71 (Fig. 68C). Por otro lado, la aplicacion de BL no evidencié cambios en este pardmetro
para ninguna de las lineas (Fig. 68B). Cuando las plantulas fueron sometidas a estrés hidrico,
un aumento significativo en el preso fresco de plantulas B59 fue detectado luego de la
aplicacion de GR24 (1 uM) y en aquellas de la linea B71 cuando se aplicé la concentracion
3 uM (Fig. 68A). Asimismo, la aplicacion de BL no indujo cambios sobre este parametro
(Fig. 68B). La aplicacion de KAR2 1 uM increment6 de forma leve y no significativa el peso
fresco de plantulas de ambas lineas, mientras que a 10 nM un aumento significativo en dicho

parametro solo fue registrado en plantulas B59 (Fig. 68C).
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Fig. 68. Peso fresco de parte aérea de plantulas de las lineas endocriadas B59 y B71 controles,
estresadas y tratadas con GR24 (1 y 3 uM) (A); BL (0,01 uM) (B) o KAR2 (1 uM y 10 nM) (C)
(n=4% SE). Letras diferentes indican diferencias significativas a p<0,05.

En cuanto al peso fresco de la parte radical, GR24 aplicada a 3 uM caus6 una disminucion
en dicho parametro en plantulas B59, mientras que las de B71 incrementaron su peso fresco
radical en condiciones de crecimiento control (Fig. 69A). La aplicacion de BL incremento
el peso fresco radical de plantulas B59 y contrariamente, lo disminuy¢ en la linea B71 (Fig.

69B). Por otro lado, las raices de B59 presentaron un mayor peso fresco luego de ser tratadas
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con KAR2 (1 uM y 10 nM), mientras que las de B71 evidenciaron un menor peso fresco

(Fig. 69C). Las plantulas estresadas de ambas lineas presentaron un mayor peso radical

cuando se las tratd exdogenamente con la solucion de GR24 (1 uM y 3 uM) y KAR2 (10 nM)
(Fig. 69Ay C). Ademas, KAR2 (1 uM) también incrementd el peso fresco de las raices B59
(Fig. 69C). El tratamiento con BL no provoc6é cambios con respecto a las plantulas no

tratadas en ninguna de las lineas bajo estudio (Fig. 69B).
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Fig. 69. Peso fresco de parte radical de plantulas de las lineas endocriadas B59 y B71 controles,
estresadas y tratadas con GR24 (1 y 3 uM) (A); BL (0,01 uM) (B) o KAR2 (1 uM y 10 nM) (C)
(n=4% SE). Letras diferentes indican diferencias significativas a p<0,05.

En comparacién con las plantulas control, la aplicacion de GR24 (1 uM y 3 uM) redujo el
peso seco de la parte aérea de las plantulas de ambas lineas endocriadas (Fig. 70A). BL caus6
un aumento en de dicho pardmetro en plantulas de la linea B59, mientras que en la linea B71
no se detectaron diferencias en este pardmetro (Fig. 70B). Por otro lado, un aumento en el
peso de la parte aérea de B59 y contrariamente, una reduccion en B71 fueron registrados
posterior a la aplicacion de KAR2 para ambas concentraciones ensayadas, 1 uM y 10 nM

(Fig. 70C). Cuando las plantulas de ambas lineas fueron expuestas a estrés hidrico moderado,
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aquellas tratadas con GR24 (1uM y 3 uM) presentaron un mayor peso seco de su parte aérea
(Fig. 70A). Las plantulas tratadas con BL no evidenciaron cambios en el peso fresco de su
parte aérea (Fig. 70B) mientras que aquellas tratadas con KAR2 (1 uM y 10 nM) presentaron

aumentos leves (no significativos) en dicho parametro (Fig. 70C).
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Fig. 70. Peso seco de parte aérea de plantulas de las lineas endocriadas B59 y B71 controles,
estresadas y tratadas con GR24 (1 y 3 uM) (A); BL (0,01 uM) (B) o KAR2 (1 uM y 10 nM) (C)
(n=4% SE). Letras diferentes indican diferencias significativas a p<0,05.

Bajo condiciones control, solo las plantulas pertenecientes a la linea B59 tratadas con BL y
KAR2 (1 uM y 10 nM) evidenciaron un aumento en el peso seco de la parte radical (Fig.
71B y C). Los demads tratamientos aplicados no ocasionaron modificaciones en el este
parametro. Por el contrario, las plantulas estresadas de ambas lineas mostraron aumento en
el peso seco de las raices cuando se trataron exdogenamente con GR24 (1 uM y 3 uM) (Fig.
71A). Ademas, tras la aplicacion de BL, aumento el peso de las raices de plantulas B71 (Fig.
71B). Por otro lado, las plantulas estresadas de ambas lineas tratadas con KAR2 (10 nM)

presentaron un aumento estadisticamente significativo en el peso seco de sus raices (Fig.
71C).
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Fig. 71. Peso seco de parte radical de plantulas de las lineas endocriadas B59 y B71 controles,
estresadas y tratadas con GR24 (1 y 3 uM) (A); BL (0,01 uM) (B) o KAR2 (1 uM y 10 nM) (C)
(n=4% SE). Letras diferentes indican diferencias significativas a p<0,05.

En relacién al area foliar, GR24 1 uM indujo una reduccion en ambas lineas endocriadas
comparado con la condicion control. La concentracion 3 pM redujo el area foliar de las
plantulas B59 mientras que la increment6 levemente en B71 (Fig. 72A). Las plantulas B59
tratadas con BL presentaron un incremento en dicho parametro, mientras que las de B71 una
reduccion significativa (Fig. 72B). La aplicacion de KAR2 a ambas concentraciones
ensayadas (1 uM y 10 nM) condujo a un aumento en el area foliar de las plantulas B59
mientras que no ocasion6 cambios en las de B71 (Fig. 72C). Bajo estrés hidrico, GR24 a 1
uM produjo un aumento del area foliar exclusivamente en la linea B59 mientras que la
concentracion 3 uM lo hizo en ambas lineas endocriadas; no obstante, fue significativo solo
para B71 (Fig. 72A). Posterior a la aplicacion de BL, un incremento significativo de este
parametro fue observado en las plantulas B59 (Fig. 72B). La aplicacion de KAR2 (1uM y
10 nM) no ocasiond modificaciones en el area foliar de ninguna de las dos lineas bajo estudio

(Fig. 72C).
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Fig. 72. Area foliar de plantulas de las lineas endocriadas B59 y B71 controles, estresadas y tratadas

con GR24 (1 y 3 uM) (A); BL (0,01 uM) (B) o KAR2 (1 uM y 10 nM) (C) (n=4+ SE). Letras
diferentes indican diferencias significativas a p<0,05.

La respuesta relativa de la biomasa radical al estrés fue mejorada en ambas lineas con
respecto a las plantulas sin tratar cuando se aplico GR24 en ambas concentraciones (1 uM y

3 uM) (Fig. 73A) y KAR2 a 10 nM (Fig. 73C). El efecto positivo de la aplicacion de BL
(0,01 uM) se observo sélo en la linea B71 (Fig. 73B).
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Fig. 73. Respuesta relativa de la biomasa radicular al estrés de plantulas de las lineas endocriadas
B59 y B71 sin aplicacion de reguladores de crecimiento y tratadas con GR24 (1 y 3 uM) (A); BL
(0,01 uM) (B) o KAR2 (1 uM y 10 nM) (C) (n=4% SE). Letras diferentes indican diferencias
significativas a p<0.05.

CONCENTRACIONES DE PGRs SELECCIONADAS
Una vez analizados los resultados de los ensayos exploratorios anteriormente descriptos, las
soluciones de GR24 (3 uM), BL (0,01 uM) y KAR2 (10 nM) fueron seleccionadas como

Optimas para continuar su aplicacion en los ensayos posteriores.
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Fitotoxicidad

Fig. 74. Fotografias de plantulas de ambas lineas endocriadas en las cuales se observan sintomas
de fitotoxicidad luego de la aplicacion de la solucion de GR24 a la concentracion 5 pM.

Fig. 75. Fotografias de plantulas de ambas lineas endocriadas en las cuales se observan sintomas
de fitotoxicidad luego de la aplicacion de la solucion de GR24 ala concentracion 10 pM.
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Fig. 76. Fotografias de plantulas de ambas lineas endocriadas en las cuales se observan sintomas
de fitotoxicidad luego de la aplicacion de la solucion de BL a la concentracion 1 uM.
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