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RESUMEN

La dormicion de la semilla del girasol es un caracter hereditario, pero poco deseado en
cualquier sistema productivo, ya que al retrasar la germinacién puede generar no uniformidad
temporal en la emergencia de la plantula e incluso aumenta la probabilidad de muerte de las
semillas por el ataque de patdgenos. El objetivo de este trabajo fue estudiar el rol de
brasinoesteroides (BRs), estrigolactonas (SLs), karrikinas (KARs) y Ethephon en la regulacion
de la germinacién y dormicion de semillas de lineas endocriadas de girasol y analizar su
interaccién con acido abscisico (ABA) y giberelinas (GAs). Para ello, se determind el poder
germinativo (PG) de semillas de girasol de las lineas B91, B123 y A-3 al momento de cosecha
y en semillas de las lineas B123 y A-3 luego de la aplicacion de tratamientos exdgenos con
reguladores del crecimiento como: BL 2,5 uM, BL 0,5 uM, GR24 20 uM, GR24 5 uM, GR24
0,5 uM, GR24 0,01uM, KAR2 100 uM, KAR2 1 uM y Ethephon 1000 uM. Los niveles
hormonales de ABA y GAs (GA:y GAy) se evaluaron en eje embrionario, de semillas secas
(0 h) y embebidas (3, 6 y 12 h) tratadas con agua deionizada (control) o Ethephon 1000 puM.
ABA 'y GAs se identificaron y se cuantificaron por Cromatografia Liquida-Espectrometria de
Masas en Tandem (LC-ESI/MS-MS). Las lineas con dormicion a cosecha (A-3 y B 123)
presentaron mayores niveles enddgenos de ABA en eje embrionario, mientras que en la linea
B91, sin dormicidn, los niveles de GA: y GA4 fueron superiores. La aplicacion exdgena de
Ethephon (1000 uM) fue efectiva en la liberacion de la dormicién de semillas de girasol y
modifico los niveles enddgenos de ABA, GA: y GA, en eje embrionario. La liberacion de la
dormicién de semillas de girasol estuvo asociada a la disminucién de relacion ABA/GAs en

eje embrionario.



SUMMARY

Sunflower seed dormancy is a hereditary trait, but it is undesirable in the productive system,
since by delaying germination, it can generate temporary non-uniformity in the emergence of
the seedling and even increase the probability of seed death due to pathogen attack. The
objective of this work was to study the role of brassinosteroids (BRs), strigolactones (SLs),
karrikins (KARs) and Ethephon in the regulation of seed germination and dormancy of inbred
sunflower lines and to analyze their interaction with abscisic acid (ABA) and gibberellins
(GAs). For this purpose, the germination power (GP) of sunflower seeds of the lines B91,
B123 and A-3 was determined at harvest and in B123 and A-3 seed after the application of
exogenous treatments with growth regulators such as: BL 2.5 uM, BL 0.5 uM, GR24 20 uM,
GR 245 uM, GR24 0.5 uM, GR24 0.01 uM, KAR2 100 uM, KAR2 1 uM and Ethephon 1000
UM. The levels of ABA and GAs (GA: and GA4) were evaluated in the embryonic axes of dry
(0 h) and imbibed seeds (3, 6 y 12 h) treated with deionized water (control) or Ethephon 1000
UM. ABA and GAs were identified and quantified by Liquid Chromatography-Tandem Mass
Spectrometry (LC-ESI/MS-MS). The lines with dormancy at harvest (A-3 and B-123)
presented highest endogenous levels of ABA in embryonic axes, while in line B91, without
dormancy, the levels of GA; and GA4 were the highest. The exogenous application of
Ethephon released the seed dormancy and modified the endogenous levels of ABA, GA;: and
GA: in the embryonic axes. The release of sunflower seed dormancy was associated with a

decrease in the ABA/GAs ratio in the embryonic axes.



INTRODUCCION
La importancia del girasol en la Republica Argentina

El girasol (Helianthus annuus L.) se sitda entre los cultivos oleaginosos mas importantes
a nivel mundial (Adeleke y Babalola, 2020). Su principal uso es la produccion de aceite
comestible de alta calidad y el biodiésel, gracias al elevado contenido de aceite que presentan
sus granos, que varia entre el 38% y el 50% (Salgado, 2009). Este cultivo tiene su origen en
Norteamérica, aungue en la actualidad se cultiva en nuestro pais desde el sudeste de la region
pampeana hasta la region chaquefia (Fig. 1). Esto se debe a su notable plasticidad tanto por sus
caracteristicas vegetativas, como el tamafio de las hojas, como por las reproductivas, es decir,

el nimero de inflorescencias.

Ademas de su uso para la extraccion de aceite, el girasol tiene otros usos, como la
produccion de harina y pellets destinados al consumo animal. También puede consumirse
directamente como "snack" o ser utilizado para confiteria, especialmente aquellos genotipos
que presentan semillas de mayor tamario. La inflorescencia del girasol puede ser utilizada con

fines ornamentales o como forraje (Salgado, 2009).

Segun informacion proporcionada por la Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Pesca
de la Nacién, la siembra del girasol para la campafia 2022/23 alcanz6 un total de 2,2 millones

de hectéreas, lo que representa un aumento del 14% o 284.000 hectéreas.



Regiones ASAGIR

REGIONES DEL NUCLEO GIRASOLERO. REFERENCIAS.

NEA: Noraste Argentino. Sur De Formosa, Chaco, Este De Santizgo Del Estero Y Norte De Santa Fe
CENTRO: Centro Y Sur De Santa Fe Y Centro, Osste Y Sur De Cordoba

ER: Ente Rios

SL: Sureste De San Luis

LP: Noroeste De La Pampa

SO: Sudoseste Bonaerense (Bzhia Blanca, Pigia Y Tres Arrovos)

OBA: Oeste Bonaerenze (Bolfvar, Pehuajo v Sallilqualo)

CBA: Centro De Buenos Aires (25 de Mayo, Bragado, Junin, La Plata y Perzamino)

SE: Sudeste Bonaerense (Tandil y Gral. Madariaga)

Figura 1. Area sembrada de girasol 2022/23 por regiones (Bolsa de comercio de Rosario,
2023)

La Regidn Sur se destaca como la principal area de produccion de girasol en el pais y
ocupa el segundo lugar en cuanto a industrializacion. Por otro lado, la Region Centro es la que
cuenta con la mayor capacidad para la industrializacion de oleaginosas. Es pertinente
mencionar que esta region consume mucho mas girasol del que produce cada afio, dado que la
cantidad de girasol procesada supera la produccion registrada en su territorio. En contraste, la
Region Norte también presenta un buen nivel de produccion, y adicionalmente, suministra
materia prima a diversas fabricas en la regién centro, que se encargan de elaborar aceite de
girasol bruto, el cual sera exportado o refinado para su posterior distribucién en el mercado
interno (Fig. 2).
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Figura 2. La produccion de girasol 2022/23 en Argentina y su destino (Bolsa de comercio de
Rosario, 2023).

Caracteristicas de la especie

El girasol (H. annuus) es una planta que pertenece a la familia Asteraceae, con un ciclo
de vida anual (Fig. 3). Su sistema radicular esta compuesto por una raiz principal y numerosas
raices secundarias que pueden llegar a una profundidad de hasta 3 metros. Su tallo es erguido,
solido y cilindrico, y presenta pequefios pelos o tricomas. La planta puede alcanzar una altura
de entre 60 y 200 cm. Sus hojas son simples alternas, con bordes dentados. El nimero de hojas
por planta oscila entre 12 y 40, dependiendo de las condiciones de cultivo y la variedad.



Figura 3. Planta de girasol

En el capitulo (inflorescencia), el peddnculo es el eje que sostiene la inflorescencia. Las
flores se encuentran insertadas en el receptaculo (raquis ensanchado) rodeado de bracteas
protectoras que en conjunto forman el involucro (Fig. 4). Las flores del centro, denominadas
tubulares o tubulosas, son hermafroditas y estadn dispuestas en forma de espiral. Por el
contrario, a las flores externas se las denomina liguladas y son estériles. Estas ultimas tienen

como funcion atraer a polinizadores.
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Figura 4. Capitulo (Inflorescencia) del girasol y sus partes.



La reproduccidn en el girasol es alogama, lo que significa que la polinizacién ocurre
principalmente de manera cruzada debido a un mecanismo fisiologico de auto-
incompatibilidad esporofitica. Sin embargo, gracias al mejoramiento genético, los cultivares
modernos han alcanzado una mayor auto-compatibilidad. Luego de la fecundacién de la flor,

el ovario se convierte en fruto y el dvulo en semilla.

El fruto del girasol se conoce como cipsela o aquenio (Fig. 5), el cual se caracteriza por
ser un fruto seco e indehiscente, compuesto por el pericarpio y la semilla. La semilla, a su vez,
estd formada por el embrion (eje embrionario y cotiledones) y la testa o cubierta seminal
(Giron, 2023).

Pericarpio duro y fibroso Semilla
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Figura 5. “Cipsela”, fruto del girasol con sus partes.

La germinacion: definicion y factores que la afectan

La germinacion es el proceso fisiol6gico que se inicia con la absorcion de agua por parte
de las semillas (imbibicion) y finaliza con la elongacion del eje embrionario, lo que se visualiza
cuando la radicula atraviesa la cubierta seminal. En otras palabras, la germinacion es el
resultado final de una serie de procesos metabdlicos y morfogenéticos ordenados y
secuenciados en el tiempo. Diferentes factores afectan el proceso de germinacién y los mismos
pueden clasificarse en: externos o extrinsecos como por ejemplo el agua, la temperatura y/o
los gases (O2) e internos o intrinsecos, los que son propios de la semilla tales como la madurez,

la viabilidad y la dormicion.

De los factores mencionados antes, probablemente la dormicion sea el mas importante,
ya que es un caracter hereditario que afecta la germinacion de una semilla viable en

condiciones ambientales adecuadas (Arata, 2015).



Dormicion

La dormicion es un proceso controlado por propiedades fisicas y/o fisiolégicas propias
de las semillas que impide la germinacién de las mismas, incluso cuando se encuentran en
condiciones dptimas para germinar. Existen varias causas que determinan el nivel de
dormicion de la semilla, entre ellas la presencia de inhibidores de la germinacion, de embriones
rudimentarios o fisiologicamente inmaduros, o de cubiertas seminales que pueden impedir la
absorcién de agua necesaria para la germinacion, dificultar el intercambio gaseoso, o imponer

una alta resistencia mecanica, entre otras (Lamont y Pausas, 2023).

En la préctica, en los sistemas productivos ningln productor agropecuario desea el
caracter “dormicion” en semillas, ya que una germinacion rapida y uniforme es requerida
después de la siembra (Benech-Arnold et al., 2013) en vista de que se considera a la fase de
establecimiento, una etapa critica para la maximizacién de los rendimientos de grano (Finch-
Savage y Bassel, 2016). Por lo cual se han implementado diferentes tratamientos tendientes a
superar el problema de la dormicién de semillas, entre ellos escarificacion, almacenamiento
en seco, estratificacion, aplicacion exdgena de compuestos nitrogenados y de hormonas
vegetales o fitorreguladores (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006; Finkelstein et al., 2008;
Nasreen et al., 2015). Tanto la efectividad como el tiempo de aplicacién de cada uno de estos
tratamientos varia, pero se ha demostrado que los mismos pueden implementarse con el fin de
superar el problema de dormicién (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006; Finkelstein et al.,
2008; Nasreen et al., 2015).

En el girasol, la dormicidn esta regulada por diferentes factores. La dormicién impuesta
por el embrién es de corta duracién mientras que la dormicién provocada por las cubiertas
seminales (testa y/o pericapo) suele persistir por mas de 8 meses (Brunick, 2007). Por otro
lado, la duracion de la dormicién en el girasol puede variar segun el genotipo, y puede
extenderse desde varias semanas hasta casi un afio. Los hibridos suelen mostrar niveles mas
altos de dormicidn en comparacidn con otros genotipos cultivados (Maiti et al., 2006; Benech-
Arnold et al., 2013), lo cual puede afectar la calidad de la semilla y, en consecuencia, su

capacidad de germinacion.
El rol de las hormonas vegetales en la germinacion y dormicion de semillas

Las hormonas vegetales son compuestos producidos endégenamente por las plantas,
ejercen su funcion a nivel celular a muy bajas concentraciones, regulando de este modo el

crecimiento de los vegetales (Alcantara Cortes et al., 2019).

Diversos estudios han demostrado que la germinacion y la dormicion de las semillas

estan reguladas por la accion coordinada de multiples fitohormonas, mediante interacciones



tanto sinérgicas como antagonicas (Shu et al., 2016; Skubacz y Daszkowska-Golec, 2017).
Las principales fitohormonas involucradas en la regulacion de estos procesos son el acido
abscisico (ABA) y las giberelinas (GAs), las cuales interactian de manera antagonica (Liu y
Hou, 2018). ABA induce y mantiene la dormicidén, mientras que las GAs promueven la
germinacion (Vishal y Kumar, 2018). Por lo tanto, la persistencia de la dormicién depende de
una alta proporcién de ABA respecto a GAs, mientras que la ruptura de la dormicion requiere
un cambio hacia una mayor biosintesis de GAs y el catabolismo de ABA, lo que se traduce en
una disminucion de la relacion ABA/GAs (Skubacz y Daszkowska-Golec, 2017; Liu y Hou,
2018). Asimismo, una compleja red de interacciones con otras fitohormonas tales como &cido
salicilico (SA), jasmonatos (JAs), auxinas (AUX), citocininas (CIT) y etileno (ET) entre otras,
desempefian un rol fundamental en la regulacion de la dormicion y germinacion de semillas
(Longo et al., 2020; Li et al., 2023; Sajeev et al., 2024).

Recientemente, se ha descubierto que otras fitohormonas, como los brasinoesteroides
(BRs) vy las estrigolactonas (SLs), también desempefian un papel en la regulacion de la
germinacion y la dormicién (Mostofa et al., 2018; Kim et al., 2019). Ademas de las
fitohormonas, otros compuestos tales como las karrikinas (KARs) han mostrado la capacidad
de influir en estos procesos (Chiwocha et al., 2009). Sin embargo, se requieren mas
investigaciones para esclarecer completamente el papel de estos reguladores del crecimiento

en la regulacion de la germinacion y la dormicion.
Acido Abscisico (ABA)

El ABA (CisH200.) es un sesquiterpeno apocarotenoide (Fig. 6), que se sintetiza en
los cloroplastos y otros plastidios mediante la escision oxidativa de los epoxicarotenoides
neoxantina y violaxantina. Su forma natural es (+)-(S)-ABA. Su fotoisomerizacién produce,
en una proporcion de aproximadamente el 50 %, los isdbmeros cis y trans, este Gltimo

bioldégicamente inactivo (Azcén-Bieto y Talon, 2008).

HsC_ CHy  CHs
X =
OH

o CHs O “OH

Figura 6. Estructura quimica del Acido Abscisico.



La biosintesis de ABA comienza en los plastidios y culmina en el citosol. Inicialmente,
en los plastidios, la enzima fitoenodesaturasa desatura el fitoeno para formar licopeno. A
continuacion, la enzima licopeno B-ciclasa convierte el licopeno en -caroteno. Luego, el -
caroteno es hidroxilado por la enzima B-caroteno hidroxilasa, produciendo zeaxantina, que es
transformada en violaxantina mediante la accion de la enzima zeaxantinaepoxidasa (ZEP). La
Gltima conversién dentro de los plastidios es la transformacion de violaxantina en 9-cis-
violaxantina o 9-cis-neoxantina, que luego se convierte en xantoxina a través de una reaccion
catalizada por la enzima 9-cis-epoxicarotenoide dioxigenasa (NCED), la cual es fundamental
para la sintesis de ABA.

La xantoxina es entonces transportada al citosol, donde dos reacciones enzimaticas la
convierten en ABA. Primero, una dehidrogenasa/reductasa de cadena corta (SDR) transforma
la xantoxina en ABA aldehido, y finalmente, la oxidacién de ABA aldehido a ABA es
realizada por la enzima ABA aldehido oxidasa (AAO) (Sah et al., 2016) (Fig. 7).

Citosol

Piruvato G3P

IPP

|

trans-Neoxantina

l 9-cis-Violaxantina

9'.cis-Neoxantina

O
Ncbx i

Xantonina

Xantonina

SDR l

Aldehido de ABA ——» ABA
AAO

Figura 7. Biosintesis de ABA (Sah et al., 2016).

10



El ABA desempefia varios roles fisioldgicos en las plantas tales como mediar los
mecanismos de defensa frente a factores abi6ticos como por ejemplo a estrés hidrico, salino y
temperaturas extremas (Sah et al., 2016; Muhammad Aslam et al., 2022) y factores de estrés
bidtico (Qi et al., 2016; Gietler et al., 2020). Ademas, regula otros procesos tales como
inhibicion del crecimiento vegetativo, dormicion de yemas, abscision de hojas, flores y frutos
(Jordan y Casaretto, 2006). En cuanto al desarrollo de las semillas, el ABA esta involucrado
en los procesos de maduracion, inhibicion de la germinacion temprana, y en la sintesis de
proteinas esenciales para la tolerancia a la desecacion durante la embriogénesis (proteinas
LEA) (Finch-Savage y Leubner-Metzger 2006). Asimismo, el ABA juega un importante rol
en la dormicion de semillas, siendo el regulador negativo de la germinacion (Ali et al., 2022;
Gianinetti, 2023). Por otro lado, diferentes estudios han reportado que el nivel de dormicion
de la semilla, esta estrechamente relacionado con la sensibilidad de las mismas al ABA, pero
no con el contenido de ABA (Footitt et al., 2011; Rodriguez et al., 2015; Laspina et al., 2020).

Giberelinas (GAS)

Las giberelinas (GAs) son hormonas de crecimiento pertenecientes a la familia de los
diterpenoides tetraciclicos 4cidos, cuya estructura béasica estd formada por un anillo ent-

giberelano (Fig. 8).

Figura 8. Estructura quimica de GAs

Aungue se han identificado mas de 100 GAs en plantas, solo unas pocas demuestran
una actividad bioldgica significativa. En este sentido, la mayoria de las GAs que conforman
esta amplia familia de compuestos no tienen la capacidad por si mismas para regular el
crecimiento y desarrollo de las plantas. En realidad, la mayoria de las giberelinas actian como
precursores o productos inactivos, ya sean intermediarios o finales, dentro de las rutas

biosintéticas que generan las giberelinas activas. Entre las GAs, aquellas que presentan en su

11



estructura quimica un grupo hidroxilo en la posicion 33, como GA1, GA4, GAz y GAz, son las
que exhiben actividad bioldgica (Hedden, 2020). La sintesis de GAs comienza con la
formacion de geranilgeranil pirofosfato (GGPP o GGDP, si se emplea su sindnimo difosfato),
que es el precursor de los diterpenos. Este compuesto se sintetiza principalmente en los
plastidios a través de la via del metileritritol fosfato (MEP), aunque también se ha identificado
una ruta biosintética complementaria dependiente del mevalonato (MVA) en el citoplasma. La
biosintesis de las giberelinas se puede dividir en tres etapas claves (Fig. 9). En la primera etapa,
el GGPP se convierte en ent-kaureno, que es un intermediario crucial en la via biosintética de
las giberelinas. En la segunda etapa, el ent-kaureno se transforma en GAir-aldehido, un
precursor inmediato de las giberelinas activas. En la tercera etapa, el GAi.-aldehido se
convierte en diversas GAs, entre ellas las biol6gicamente activa como GA: y GA. (Borjas-
Ventura et al., 2020).

CHOPP
CPP smasa _ Copall profosiato kaweno sniasa
gat |CPP) gaz2
Geranilgeranil pircfosfato
(GGPP)

————————— sintesis en plastidios | —————+ Il

Ac eotKawencico
l A sntiaurenoco

oasas

hedroaiiasa
fy =
N 0N A ent-Ta-
GA,, COOM Hudroekawrenceco
Sintesis an GA,,-aidehido sntisa
reticulo

GA,, =% GA,,

Figura 9. Biosintesis de las principales giberelinas a partir de GGPP (Jordan y Casaretto,
2006).
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La sintesis de giberelinas puede ser modificada por diferentes factores ambientales, tales
como la temperatura y, sobre todo, las condiciones luminicas en que las plantas crecen. Por
otro lado, los niveles enddgenos de GAs activas se regulan mediante complejos mecanismos
de control internos tales como la retroalimentacion negativa o positiva que permite la
regulacion de los niveles endégenos de GAs bioactivas mediante la activacion o inhibicion de
la transcripcion de genes que codifican enzimas de su biosintesis, la conjugacion con azUcares,
la desactivacion mediante la incorporacion de un grupo hidroxilo en la posicion 23, metilacion,
epoxidacion (Gao et al., 2017). También se conoce que la sintesis de GAs esta regulada por
otras hormonas, principalmente por auxinas y brasinoesteroides (Aguilar et al., 2007; Jiménez
Hernandez, 2015).

Las GAs juegan un papel crucial en la regulacion del crecimiento y desarrollo de las
plantas. Son determinantes en el control de la elongacién del tallo y, en algunas especies,
pueden incluso inducir la reversion de la fase adulta a la fase juvenil. Ademas, las GAs
influyen significativamente en los procesos reproductivos, participando en la induccién de la
floracién, el crecimiento y produccion de flores, el cuajado, asi como en el desarrollo y
maduracion de los frutos (Jordan y Casaretto, 2006). Respecto a la germinacién de las semillas,
las GAs estan involucradas en la ruptura de la dormicion, estimulando la germinacion de
semillas al suprimir antagénicamente el efecto del ABA (Tuan et al., 2018), junto a otras
hormonas tales como etileno (ET), brasinoesteroides (BRs), acido jasmonico (JA), &cido
salicilo (SA), citocininas (CTKSs), auxinas y estrigolactonas (SLs) (Miransari y Smith, 2014;
Shu et al., 2016; Ali et al., 2022). En particular, la transicion dormicion-germinacion esta
regulado por el balance ABA/GAs (Yamaguchi, 2008; Gianinetti, 2023). En adicién al
contenido enddgeno, en numerosas especies la transicion del estado dormido a no dormido se
caracteriza por una disminucion en la sensibilidad a ABA y un incremento en la sensibilidad
a GAs (Chiwocha et al., 2005). También, las GAs pueden suplir las necesidades de luz o frio
que requieren muchas semillas para germinar (Gonzalez et al., 2007) y, en los cereales, son
fundamentales en la regulacion de la hidrolisis de las reservas almacenadas en las semillas
(Alberca Vega, 2019).

Otros reguladores del crecimiento vegetal involucrados en la dormicién y germinacion

de semillas
Brasinoesteroides (BRs)

Los BRs son hormonas vegetales, considerados reguladores del crecimiento con efectos

pleiotropicos.

La estructura quimica los BRs cuenta con cuatro anillos (A, B, C y D) y una cadena

lateral (Fig. 10). Son sintetizados a partir de la condensacién de bloques de cinco &tomos de
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carbonos denominados isoprenos. Los BRs pueden tener 27, 28 o 29 atomos de carbono,
siendo los mas ampliamente distribuidos los que poseen 28 carbonos. Las variaciones
estructurales estan dadas por la presencia de un atomo de oxigeno en las posiciones C2, C3y

C6 de los anillos Ay B, y en las posiciones C22 y C23 de la cadena lateral.

La sintesis de los BRs ocurre en el estroma de los plastidios, y los granulos de almidéon
son los sitios de almacenaje de estas fitohormonas (Hernandez Silva y Garcia-Martinez, 2016).

Figura 10. Estructura quimica de los brasinoesteroides.

En diferentes cultivos de importancia econémica, los BRs se caracterizan por estimular
el crecimiento vegetal, aumentar el rendimiento de la produccién de biomasa y acelerar la
maduracion de frutos (Carbonell et al., 2016). Ademas, aumentan la resistencia de las plantas
a plagas y a factores de estrés abi6tico como la salinidad, la sequia y la temperatura, asi como
también a plaguicidas y herbicidas (Torres - Ruiz et al., 2007). Ademaés, también se ha
demostrado que los BRs son promotores de la germinacion de las semillas en diferentes

especies tales como arroz, trigo, tomate y tabaco (Hernandez Silva y Garcia-Martinez, 2016).

Estrigolactonas (SLs)

Las SLs son hormonas vegetales pertenecientes al grupo de las lactonas terpénicas y
constan de una molécula de 3 anillos con un grupo cetona, unido a un butenolide a través de
una union enoléter (Fig. 11). Las SLs son productos derivados de la ruta biosintética de los
carotenoides (Mota Elvira, 2020).
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Figura 11. Estructura quimica de las Estrigolactonas.

Los primeros efectos documentados de las SLs se relacionan con la interaccion de la
planta con la rizésfera. Estas moléculas son conocidas por fomentar la formacion de hifas en
micorrizas arbusculares (Akiyama et al., 2005) y también actian como estimulantes en la
germinacion de plantas parasitas como Striga, Orobanche y Phelipanche spp. (Cardoso et al.,
2011). Ademas, se ha evidenciado que las SLs desempefian un papel crucial en el control del
desarrollo arquitectonico de la planta (Zwanenburg et al., 2016), ya que pueden inhibir la
ramificacion de brotes y el crecimiento de yemas laterales del tallo (Gomez-Roldan et al.,
2008; Umehara et al., 2008). Asimismo, las SLs participan en la represion de la formacion de
raices laterales y en la estimulacion de la elongacion de la raiz en combinacién con auxinas
(Kapulnik et al., 2011). Estas moléculas también colaboran, junto con citoquininas, en la
supresion de la formacion de raices adventicias a partir de tejidos no radiculares (Gomez-
Roldan et al., 2008; Rasmussen et al., 2012).

El GR24 es un compuesto sintético que actGa como un analogo de las SLs. Este
compuesto se utiliza principalmente en estudios para investigar el papel de las SLs en diversos
procesos fisiologicos de las plantas, incluido el proceso de germinacion de semillas,
especialmente en plantas parasitas (Akiyama et al., 2005). En este sentido, en tomate, se ha
demostrado que la germinacidn y las caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas de las plantas
mejoraron con la aplicacion exdgena de GR24 ya que este compuesto contribuyé a mejorar la
tasa fotosintética (Al-Amri et al., 2023). Otros estudios han demostrado también que las SLs
juegan un papel importante en la ruptura de la termoinhibicion de la germinacion de semillas.
Por ejemplo, en Arabidopsis thaliana, la aplicacion exdgena de GR24 reduce la relacion
ABA/GAs, lo cual alivia la termoinhibicion de la germinacion de semillas, permitiendo la

germinacion de las mismas (Toh et al., 2012).
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Karrikinas (KARS)

Las KARs son un grupo de reguladores de crecimiento del tipo butenolide que se
encuentran en el humo de la quema de material vegetal y juegan un papel relevante en la
activacion de la germinacion de semillas dormidas en el suelo (Waters y Nelson, 2023). En
efecto, las KARs tienen su origen en el calentamiento o la combustion de carbohidratos, como
la celulosa (Flematti et al., 2011). En 2004 se aislo el compuesto bioactivo principal en el
humo y se identifico como 3-metil-2H-furo [2,3-c] piran-2-ona al que se denomind karrikina
1 (KAR1) (Flematti et al., 2004). Actualmente, hay seis KARs conocidas que se designan
KAR1, KAR2, KAR3, KAR4, KAR5 y KARG6 (Fig. 12). Respecto a la estructura quimica, las

KARs estan compuestas por un anillo butenolide y otro pirano (Marciniak et al., 2023).

Ly L

KARI KAR2 KAR3
KAR4 E KARS KARG6

Figura 12. Estructura quimica de las karrikinas (KARs).

En cuanto a sus funciones fisioldgicas, KAR2 es la KARs mas eficaz en la inhibicion
de la elongacion del hipocotilo de Arabidopsis thaliana. Tanto la inhibicion de la elongacién
del hipocétilo como la expansion del cotiledon son respuestas dependientes de la luz al
tratamiento con KARs (Antala et al., 2019).

Por otro lado, las KARs estimulan el contenido de clorofila en especies de los géneros
Arabidopsis, Eragrostis y Daucus (Antala et al., 2019). Los KARs no solo influyen en el

contenido de clorofila, sino que también mejoran la tasa neta de fotosintesis, probablemente
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como resultado de una mayor conductancia estomética y una mayor concentracién de CO;
intercelular, que se encontr6 en plantas de zanahoria tratadas con KARL y reducen el

transporte de auxina (Antala et al.,2019).

Por otro lado, diferentes estudios confirman la accion KARs sobre la germinacion en
gran nimero de especies. Por ejemplo, las KARs estimulan la germinacion en Avena fatua
(Cembrowska-Lech y Kepczynski, 2016), Lactuca sativa, Nicotiana attenuata (Flematti et al.,
2015) y Arabidopsis thaliana (Nelson et al., 2009) entre otras especies. En este sentido,
diferentes trabajos han reportado que las KARs al ser inductoras de la germinacién de semillas
interacttian con otras fitohormonas tales como ABA y GAs en la regulacion de estos procesos
(Sami et al., 2021).

Ethephon

El Ethephon es un regulador sistémico del crecimiento de las plantas que pertenece a la
familia de los fosfonatos. Las plantas lo pueden absorber facilmente para inducir la sintesis y
liberacion de etileno (ET) (Fig. 13). Por lo tanto, el Ethephon juega un papel importante en la
produccion de cultivos (Hussain et al., 2020; Yu et al., 2017), ya que por ejemplo se usa para
inducir la ruptura de dormicion y por ende promover la germinacion de las semillas (Arc et
al., 2013).

-CHy Ethylene

Figura 13. Biosintesis de Etileno a partir de Ethephon

En efecto, diferentes estudios han demostrado que el ET juega un importante rol en la
ruptura de la dormicion y la germinacion de semillas, en una interaccion compleja con otros
grupos hormonales tales como ABA y GAs asi como también con 6xido nitrico (NO) y
especies reactivas de oxigeno (ROS) (Bailly et al., 2023). En este sentido, existe una
interaccion negativa entre ET y la biosintesis y el camino de sefializacién de ABA; mientras
que por el contrario ET promueve el catabolismo de esta hormona. Respecto a GAs, ET

estimula su biosintesis y via de sefializaciéon (Arc et al., 2013; Corbineau et al., 2014;)
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En girasol, la expresidn de la dormicion a altas temperaturas (por ejemplo, a 45°C) ha
sido asociada con la reducida produccién de ET (Riveira Rubin, 2022). A su vez, la dormicion
secundaria esta asociada a la incapacidad para convertir el acido 1-aminociclopropano-1-
carboxilico (ACC) a Etileno. Ademas, se ha demostrado que la germinacion de semillas de
girasol pre-incubadas a 45°C fue estimulada por el &cido 2-cloroetil fosfénico (ethephon),

compuesto liberador de ET (Riveira Rubin, 2022).
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HIPOTESIS y OBJETIVOS

Hipotesis
Brasinoesteroides, Estrigolactonas, Karrikinas y Ethephon desempefian un rol clave en

la regulacién de la germinacién y dormicion de semillas de girasol a través de la accion

concertada con Acido Abscisico y Giberelinas.
Objetivo general

Estudiar el rol de Brasinoesteroides, Estrigolactonas, Karrikinas y Ethephon en la
regulacion de la germinacion y dormicién de semillas de lineas endocriadas de girasol
contrastantes en su capacidad germinativa y analizar su interaccion con Acido Abscisico y

Giberelinas.
Obijetivos especificos

1. Analizar la accion de Brasinoesteroides, Estrigolactonas, Karrikinas y Ethephon
sobre la dormicion de semillas de girasol de las lineas B123 y A-3 (ambas con dormicién al

momento de cosecha).

2. Cuantificar los niveles hormonales enddgenos de ABA y GAs en eje embrionario de
semillas secas y embebidas de girasol de la linea B91 (sin dormicién a cosecha), B123 y A-3

al momento de cosecha.

3. Evaluar el efecto de Ethephon sobre el contenido enddgeno de ABA y GAs en eje

embrionario de semillas secas y embebidas de las lineas B123 y A-3.

4. Relacionar capacidad germinativa de las semillas de girasol con niveles hormonales

enddgenos.
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MATERIALES Y METODOS
Material vegetal y condiciones de almacenamiento

Cipselas de las lineas B91 y B123 fueron provistas por el MSc. Daniel Alvarez de la
EEA INTA-Manfrediy las de la linea A-3 por la Ing. Marisa Della Maddalena de la Asociacion
de Cooperativas Argentinas (ACA). Todas las lineas utilizadas fueron producidas en el INTA
Manfredi (sembradas y cosechadas simultaneamente). Inmediatamente después de la cosecha

a campo, las semillas fueron almacenadas a -20°C, hasta su uso.

Determinacion de Viabilidad

El analisis de viabilidad se llevo a cabo mediante el método topografico de tetrazolio
(ISTA, 2019). Semillas de las lineas B91, B123 y A-3 fueron acondicionadas entre papel
himedo durante toda la noche a temperatura ambiente (25°C). Luego se procedio a retirar de
las semillas el pericarpo y tegumentos adheridos a los cotiledones. Las semillas sin pericarpo
y tegumento seminal se colocaron en placas de Petri con solucion de tetrazolio al 1%,
manteniéndose en estufa a 37°C durante 4 horas. Finalmente, se lavaron tres veces con agua
corriente y se observaron con una lupa binocular. Las determinaciones se hicieron por

cuadruplicado.

Tratamientos exdgenos con reguladores de crecimiento

Los tratamientos exdgenos con reguladores del crecimiento - brassinolide (BL), GR24
(SLs), KAR2 (KARs) y Ethephon - se realizaron sobre 100 cipselas de las lineas B123 y A-3
contenidas en recipientes plasticos herméticos, dispersando la solucién hormonal
correspondiente (50 pl de solucién/gr de cipselas) con micropipeta y realizando agitacion
vigorosa durante 2 minutos para facilitar su penetracion en el tejido. Posteriormente, las
semillas permanecieron en los mismos recipientes herméticos durante 30 min a temperatura
ambiente para asegurar la penetracion de los reguladores de crecimiento aplicados. Para la

condicion control, las cipselas de las lineas B123 y A-3 fueron tratadas con agua deionizada.

Las experiencias se realizaron por cuadruplicado. Los tratamientos con reguladores del

crecimiento aplicados fueron:
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Regulador de crecimiento Concentracion

BL 05uMy2,5uM

GR24 0,01 pM, 0,5 pM, 5 pM y 20 pM
KAR2 1 UMy 100 pM

Ethephon 1000 ppm

Tabla 1: Tratamientos exdgenos de reguladores del crecimiento aplicados

Determinacion del poder germinativo

El poder germinativo se evalud en semillas control (tratadas con agua deionizada) y en
semillas tratadas exdgenamente con brassinolide (BL), GR24 (SLs), KAR2 (KARs) y
Ethephon. Para ello, se colocaron a germinar veinticinco cipselas por repeticion entre toallas
de papel himedo en Cuartos Ambientales Conviron PR48 programados con 8 h de oscuridad
a20°Cy 70% de HR y 16 h de luz (130 pE.m?%.s?) a 28°C y 65% de HR segun lo indicado por
las normas ISTA (2019). EIl recuento de germinacion se realizo a los 10 dias post-siembra,

considerandose germinadas aquellas cipselas que presentaron la emergencia de la radicula.
Obtencién de eje embrionario para las determinaciones hormonales

Las determinaciones hormonales se llevaron a cabo en el eje embrionario de cipselas
tratadas con agua deionizada (control) y aquellas tratadas con reguladores del crecimiento
efectivos en la liberacion de la dormicién de semillas de girasol. Para ello, veinticinco semillas
(por repeticidn), tanto controles como tratadas, se sembraron en bandejas entre toallas de papel
himedo y se colocaron a germinar bajo las condiciones mencionadas anteriormente. A las 3,
6 y 12 horas de imbibicién, las semillas se cosecharon y se separaron cuidadosamente los ejes
embrionarios. Las cipselas secas se consideraron como 0 horas de imbibicion. Los ejes
embrionarios aislados se congelaron en N; liquido, liofilizaron y se conservaron a -20°C hasta

las determinaciones hormonales.

Extraccion, purificacion, identificacion y cuantificacion de hormonas enddgenas

Los niveles hormonales de ABA y GAs (GA: y GAs) fueron evaluados en el eje
embrionario de semillas secas y embebidas. La extraccion y purificacion se llevaron a cabo
segun Durgbanshi et al. (2005) con modificaciones. Para ello, se trituraron 200 mg de peso
seco de material vegetal en un mortero con N; liquido y 5 ml de agua deionizada (solvente de

extraccion). Los extractos se transfirieron a tubos Falcon de 50 ml y se afiadieron 50 ng de los
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respectivos estandares deuterados de cada hormona. Cada muestra se homogeneizo
brevemente con un miniultraturrax y luego se centrifugaron a 8000 rpm durante 15 min. Se
recogié el sobrenadante y se ajusto6 el pH a 2,8-3,2 con &cido acético al 30%. Posteriormente,
se realiz6 una doble particion con éter etilico, se descartaron las fases acuosas y se recolectaron
las fases organicas, las cuales se llevaron a sequedad en un evaporador rotativo. Finalmente,
los extractos se filtraron a través de un filtro de celulosa utilizando una camara de vacio y se
secaron en un SpeedVac. Los extractos secos se resuspendieron con 50 pl de MeOH para la
purificacion y analisis mediante un cromatdgrafo Alliance 2695 (Waters, Inc., California,
USA) equipado con una bomba cuaternaria con autoinyector de muestra. Se utilizé una
columna Resteck C18 (Resteck USA, 2.1 x 100 mm, 5 pm) a 25°C, con un volumen de
inyeccion de 10 pl. La elucion se realizé en gradiente con un sistema de solvente binario: 0,2%
HOAc en H20 (solvente B)/MeOH (solvente A) a una velocidad de flujo de 200 pl/min,
procediendo con las siguientes proporciones (v/v) de solvente A: (t (min), %A): (0, 40), (25,
80). Al final de cada corrida se establecieron 7 minutos de equilibracion del sistema y columna.
La identificacion y cuantificacion de los niveles hormonales enddgenos se realizaron mediante
un espectrometro de masa de doble cuadrupolo (Micromass Quatro Ultima™ PT, Manchester
City, UK) en modo de ionizacion negativo utilizando el modo MRM para la adquisicion de
datos, monitoreando iones parentales y transiciones para las hormonas puras y sus estandares
deuterados. La concentracién de cada hormona se obtuvo mediante curvas de calibracion para
el compuesto enddgeno y su estandar deuterado, expresandose los valores en pmol de hormona
por gramo de peso seco (PS-1). El software utilizado fue MassLynx™ V 4.1. La experiencia

se llevo a cabo por cuadruplicado.
Analisis estadistico

Los datos fueron analizados con el programa Infostat (Di Rienzo et al., 2013,
InfoStat/Profesional V. 2014) empleando el test ANOVA para comparar las medias de las
variables evaluadas. Se utilizdé posteriormente un test de Rangos Multiples de diferencias

minimas significativas (LSD de Fisher; p < 0.05).
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RESULTADOS

Determinacion de viabilidad

Los resultados obtenidos permitieron establecer que las semillas de las lineas B91, B123
y A-3 presentaron un alto porcentaje de viabilidad (Tabla 2; Figs. 14 y 15). Esto indicaria que

los lotes de semillas de las tres lineas analizadas son altamente viables.

LINEA VIABILIDAD (%)
B91 85

B123 98
A-3 90,5

Tabla 2. Porcentaje de viabilidad de semillas de las lineas B91, B123 y A-3

Figura 14. Viabilidad de semillas de la Figura 15. Viabilidad de semillas de la linea
linea A-3 B123
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Poder germinativo

Las semillas de las lineas A-3 y B123 presentan dormicién a cosecha, ya que el poder
germinativo (PG) alcanz6 un valor de 24% y 1% respectivamente (Fig. 16).

La linea B91 tiene un alto valor de PG a cosecha (85%), lo que indicaria que la semilla
no presenta dormicion (Fig. 16). En vista de estos resultados la evaluacion de los tratamientos

exogenos con reguladores del crecimiento se realizara en semillas de las lineas dormidas B123
y A-3.

100
80
60

40

Poder germinativo (%)

20

B123 A-3 B91
Lineas

Figura 16. Poder germinativo a cosecha de las lineas B123, A-3 y B91. (n=4+SE)

Niveles end6genos de GAs y ABA en eje embrionario

ABA, GA:y GAsse cuantificaron en el eje embrionario de semillas secas y embebidas
de las lineas B91, B123 y A-3 a los 0 dias post-cosecha. Eje embrionario de semillas secas y

embebidas mostraron diferencias en los perfiles hormonales enddgenos (Figs. 17 a 22).

En eje embrionario de la linea B123, la cual presentd mayor dormicion a cosecha, se
registraron los mas altos niveles endégenos de ABA respecto a las lineas A-3 y B91. Durante
la imbibicion, en la linea B123, ABA disminuy0 a las 6 h, para luego aumentar a las 12 h. En
la linea A-3, ABA disminuy6 a las 3 h, luego aumento a las 6 h alcanzando el nivel de la
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semilla seca (0 h), para finalmente disminuir a las 12 h. En la linea B91, ABA disminuyé a las
6 h, para posteriormente aumentar a las 12 h donde no se registraron diferencias significativas

con la semilla seca (Fig. 17).

A3
I B123
[ B91

0 3 3 12
Tiermpo de imbibicion (h)

Figura 17. Niveles endogenos de ABA de las lineas A-3, B91 y B123 a cosecha durante la

imbibicion temprana. (n=4+SE).
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Respecto a GAy, en el eje embrionario de la linea B91, la cual no presenta dormicién en
sus semillas al momento de cosecha, registrd los mayores niveles. Durante la imbibicion, GA:
incrementd progresivamente a lo largo de la imbibicidn. En la linea B123, GA; aumento a las

12 h de imbibicidn, mientras que en A-3, GA: se mantuvo constante a lo largo de la imbibicion
(Fig. 18).

A3
I 5123
[ B9

Tiempo de imbibicion (h)

Figura 18. Niveles endogenos de GA; en eje embrionarios de las lineas A-3, B91y B123 a

cosecha durante la imbibicién temprana (n=4xSE).

Respecto de GA., presentd menores niveles que GA; (Figs. 19 y 18). Una tendencia
similar fue observada durante todos los tiempos de imbibicién analizados (0, 3, 6 y 12 h) entre

GA.y GA: (Fig. 19 y 18), registrandose también un mayor nivel endégeno de GAs en el eje
embrionario de la linea B91 (Fig. 19).
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Figura 19. Niveles hormonales de GA.en eje embrionario de las lineas A-3, B91y B123 a

cosecha durante la imbibicion temprana (n=4+SE).

En cuanto a larelaciéon ABA/GAs, las lineas A-3 y B123 presentaron un mas alto valor,
lo que estaria en relacion con el bajo poder germinativo observado en estas lineas al momento
de cosecha. Durante la imbibicién ambas lineas presentaron una disminucion de la relacion
ABAJ/GAs a las 12 h de imbibicion. Por el contrario, en la linea B91 se observé un bajo valor

en la relacion ABA/GAs el cual se mantuvo constante a lo largo de la imbibicién (Fig. 20).
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Figura 20. Relacion ABA/GA;en eje embrionario de las lineas A-3, B91 y B123 a cosecha

durante la imbibicién temprana (n=4+SE).

Las relaciones ABA/GA: y ABA/GA, mostraron una tendencia similar durante la
imbibicion (Fig. 21y 22), siendo mayor el valor en las lineas que presentan dormicion (A-3y
B123) respecto a la linea B91 (no dormida al momento de cosecha). En referencia a la relacion
ABA/GA, en la linea B123 incrementd a las 3 h, para luego disminuir hasta las 12 h. En las
lineas A-3 'y B91 no se registraron diferencias significativas durante la imbibicion temprana
(Fig. 21). Por otra parte, en la relacion ABA/GA,, la linea A-3 registrd la mayor relacion,
aumentando a las 3 h para luego permanecer constante a lo largo de la imbibicién. Por el
contrario, en las lineas A-3 y B91 se observd un aumento a las 3 h, disminuyendo

progresivamente hacia las 12 h (Fig. 22).
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Figura 21. Relacion ABA/GA: en eje embrionario de las lineas A-3, B91y B123 a

cosecha la imbibicién temprana (n=4xSE).

. A3
. 8123
ab a [ BO1T

20 -

ABAGA, (pmol.gPS)

0 3 3] 12
Tiempo de imbibicion (h)

Figura 22. Relacion ABA/GAen eje embrionario de las lineas A-3, B91y B123 a

cosecha durante la imbibicién temprana (n=4+SE).

29



Efecto de los tratamientos exdgenos con reguladores del crecimiento sobre el poder

germinativo de semillas de las lineas A-3y B123

La aplicacion exdgena de Brasinoesteroides (BRs), Estrigolactonas (SLs), Karrikinas
(KARs) y Ethephon modifico el poder germinativo (PG) de semillas de las lineas B123 y A-
3 (Figs. 23y 24).

En la linea B123 la aplicacion exdgena de BL (0,5 uM y 2,5 uM) y GR24 (20 uM, 5
UM y 0,5 uM) no modificé significativamente el PG (Fig. 22). Respecto a KAR2, solo la
concentraciéon 100 uM aumentd significativamente el PG, aunque este incremento no fue
relevante desde el punto de vista tecnolégico (Fig. 23). En la linea A-3 la aplicacion exdgena
de GR24 0,5 uM y KAR2 1 uM mejoraron el PG respecto a la condicion control, sin embargo,

los valores de PG son muy bajos para ser semillas destinadas a la siembra (Fig. 24).

El tratamiento Ethephon increment6 significativamente el PG en ambas lineas,
rompiendo la dormicion de las semillas de las lineas que presentaron dormicion al momento
de cosecha (Fig. 23 y 24).

100 -
Linea B123
90 S
a0 =
70

&0 -

50 —

PG (%)

A0 4

30

20 —

o

10 4

0

Control }—a
BL2,5 M I g

BLOS KM [-g
AR 1M f-g

Ethephon

GR245 UM }g

GRZMDuM-jIE{
GR24.0,5 M } a

=
=
8
o
=T
b

GR24.0,01 pM| o,

Figura 23. Poder germinativo de semillas de la linea B123 luego de aplicar diferentes

tratamientos exdgenos de regulares del crecimiento (n=4xSE).
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Figura 24. Poder germinativo de semillas de la linea A-3 luego de aplicar diferentes

tratamientos exdégenos de reguladores del crecimiento (n=4+SE).

Efecto de la aplicacidén exdgena de Ethephon sobre los niveles enddgenos de ABA 'y GAs

en eje embrionario de semillas de las lineas B123 y A-3

La aplicacion exdgena de Etehphon, regulador del crecimiento efectivo en la ruptura de
la dormicion en semillas de girasol, modificé los niveles endégenos de ABA, GA1y GAs en
eje embrionario de las lineas B123 (Figs. 25, 27, 29, 31, 33, 35y 37) y A-3 (Figs. 26, 28, 30,
32,34,36y 38).

En la linea B123, la aplicacion exdégena de Ethephon 1.000 ppm disminuy6
significativamente el nivel enddgeno de ABA en eje embrionario respecto a la condicion
control durante todos los tiempos de imbibicion analizados (Fig. 25). Durante la imbibicion
temprana, el tratamiento con Ethephon, disminuy®6 el nivel endégeno de ABA a partir de las 6
h; lo que estuvo relacionado con la liberacion de la germinacion en semillas de la linea B123

luego de la aplicacion de este tratamiento exogeno.
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Figura 25. Niveles enddgenos de ABA en eje embrionario de semillas secas y embebidas de

la linea B123 en la condicién control y luego de aplicar Ethephon (n=4+SE).

En la linea A-3 se observo una tendencia opuesta a lo observado en la linea B123. El
nivel endégeno de ABA aumentd significativamente en eje embrionario de semillas tratadas

con Ethephon (Fig. 26).
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Figura 26. Niveles enddgenos de ABA en eje embrionario de semillas secas y embebidas

de la linea A-3 en la condicién control y luego de aplicar Ethephon (n=4+SE).

Respecto a GA1, se observo un incremento significativo de esta hormona luego de
aplicar Ethephon respecto a la condicién control durante la imbibicion temprana (Fig. 27). Un
alto contenido de GA; se detect6 a las 3 h de imbibicién en eje embrionario tratados con
Ethephon. Posteriormente GA: disminuyd, no registrandose diferencias significativas entre las
6 y 12 h de imbibicién (Fig. 27).
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Figura 27. Niveles enddgenos de GA; en eje embrionario de semillas secas y embebidas de la

linea B123 en la condicion control y luego de aplicar Ethephon (n=4+SE).

En la linea A-3, la aplicacion exdgena de Ethephon increment6 significativamente la

concentracion endogena de GA: a las 12 h de imbibicion (Fig. 28).
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Figura 28. Niveles enddgenos de GA; en eje embrionario de semillas secas y embebidas

de la linea A-3 en la condicién control y luego de aplicar Ethephon (n=4+SE).

Respecto a GAy, en la linea B123 se observé un leve incremento a las 3 h de imbibicion

luego de aplicar Ethephon respecto a la condicion control. Por otro lado, GA4 disminuy6 en

ejes embrionarios de la linea B123 tratados con Ethephon durante la imbibicion (Fig. 29).
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Figura 29. Niveles enddgenos de GAs en eje embrionario de semillas secas y embebidas de la

linea B123 en la condicidn control y luego de aplicar Ethephon (n=4+SE).

En la linea A-3 el nivel endégeno de GA4 increment? significativamente alas 6 y 12 h

en ejes embrionarios tratados con Ethephon respecto a la condicién control (Fig. 30).
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Figura 30. Niveles endogenos de GA4 en eje embrionario de semillas secas y embebidas
de la linea A-3 en la condicion control y luego de aplicar Ethephon (n=4+SE).

El anélisis de las GAs en conjunto (GA: + GA4) mostré un aumento significativo en el
nivel enddgeno de GAs a las 3y 6 h en ejes embrionarios de la linea B123 tratados con
Ethephon respecto a la condicion control. Sin embargo, a las 12 h el nivel endégeno de GAs
fue mayor en la condicion control (Fig. 31). Por otro lado, en la linea A-3 se observo que la
aplicacion exdgena de Ethephon increment6 los niveles endégenos de GAs alas 6y 12 h de
imbibicion (Fig. 32).
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Figura 31. Niveles enddgenos de GAs en eje embrionario de semillas secas y embebidas de la

linea B123 en la condicidn control y luego de aplicar Ethephon (n=4+SE).
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Figura 32. Niveles enddgenos de GAs en eje embrionario de semillas secas y embebidas
de la linea A-3 en la condicion control y luego de aplicar Ethephon (n=4+SE).

En relacion a la relacion ABA/GA, se registré una disminucion a las 3, 6 y 12 h de
imbibicién en el tratamiento con Ethephon respecto a la condicion control en la linea B123;
manteniéndose constante a lo largo de la imbibicion (Fig. 33). Similarmente, en la linea A-3
se registrd una disminucion significativa de la relacion ABA/GA: en ejes embrionarios

tratados con Ethephon, registrandose dicha disminucion a las 12 h de imbibicion (Fig. 34).
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Figura 33. Relacion ABA/GA en eje embrionario de semillas secas y embebidas de la linea
B123 en la condicion control y luego de aplicar Ethephon (n=4+SE).
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Figura 34. Relacion ABA/GA: en eje embrionario de semillas secas y embebidas de la
linea A-3 en la condicion control y luego de aplicar Ethephon (n=4+SE).

Respecto a la relacion ABA/GA., el tratamiento con Ethephon disminuyd
significativamente la relacion a las 3 h de imbibicion respecto a la condicion control en la linea
B123. Sin embargo, a las 6 y 12 h la relacién incrementd en ejes embrionarios tratados con
Ethephon (Fig. 35).

Contrariamente, en la linea A-3, el tratamiento con Ethephon aumentd
significativamente la relacion ABA/GAsa las 3 h de imbibicién, mientras que alas 6y 12 h la

relacion disminuyo significativamente respecto de la condicidon control (Fig. 36).
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Figura 35. Relacion ABA/GA, en eje embrionario de semillas secas y embebidas de la linea

B123 en la condicion control y luego de aplicar Ethephon (n=4+SE).
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Figura 36. Relacion ABA/GA, en eje embrionario de semillas secas y embebidas de la
linea A-3 en la condicion control y luego de aplicar Ethephon (n=4+SE).

Al analizar la relacion ABA/GAs en la linea B123 se observo que el tratamiento con
Ethephon la disminuy6 a las 3 y 6 h de imbibicién respecto al control. Sin embargo, no se
registraron diferencias significativas a las 12 h de imbibicién (Fig. 37). Similarmente, en la
linea A-3 una disminucion de la relacion ABA/GAs se pudo observar durante la imbibicion.
En esta linea, la relacion ABA/GAs disminuy6 a las 6 y 12 h en ejes embrionarios tratados con
Ethephon respecto de la condicién control (Fig. 38).
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Figura 37. Relacion ABA/GAs en eje embrionario de semillas secas y embebidas de la linea

B123 en la condicion control y luego de aplicar Ethephon (n=4+SE).
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Figura 38. Relacion ABA/GAs en eje embrionario de semillas secas y embebidas de la
linea A-3 en la condicion control y luego de aplicar Ethephon (n=4+SE).



DISCUSION

La dormicion en las semillas es una estrategia que las plantas han desarrollado para
evitar que las mismas germinen en condiciones ambientales desfavorables y en el caso del
girasol (Helianthus annus L.), se ha detectado que hay una alta variacion en el nivel de
dormicion entre diferentes lineas (Maiti et al., 2006; Benech-Arnold et al., 2013), lo que afecta
la calidad de la semillay con ello su germinacion.

Los resultados obtenidos en este trabajo, confirman que al momento de cosecha las
semillas de girasol de las lineas B123 y A-3 presentaron dormicién, siendo la linea B123 la
gue presentd mayor nivel. Por otro lado, las semillas de la linea B91 pudieron ser clasificadas
como “no dormidas”. En conjunto estos resultados estarian corroborando lo previamente
reportado por Andrade et al. (2015) y Vigliocco et al. (2017).

Diferentes tratamientos han sido desarrollados en condiciones experimentales
controladas con el fin de superar los problemas de dormicién en semillas de girasol; entre ellos
almacenamiento en seco (after-ripening), aplicacién de compuestos nitrogenados e hipoclorito
de sodio, escarificacion y aplicacion exdgena de reguladores del crecimiento (Dominguez et
al., 2016; Xia et al., 2019; Bourioug et al., 2020).

Nuestros resultados mostraron que la aplicacion exdgena de KAR2 (KARS) no tuvo un
efecto relevante en ninguna de las concentraciones ensayadas sobre la ruptura de la dormicion
de semillas de girasol de las lineas B123 y A-3. En concordancia, a lo observado bajo nuestras
condiciones experimentales, KARs retrasaron la germinacion de las semillas de soja (Meng et
al., 2017). Por el contrario, Antala, et al. (2019) observo que KAR; estimula la germinacién
de las semillas de Arabidopsis en condiciones dptimas de germinacion, pero puede inhibirla
en presencia de osmolitos o de temperaturas elevadas. Por otra parte, la aplicacién exdgena de
Brasinolide (BL, BRs), tampoco fue capaz de modificar el poder germinativo en semillas de
girasol de las lineas B123 y A-3. En este sentido, resultados contradictorios han sido
observados al analizar el poder germinativo luego de la aplicacion de BRs en diferentes
especies. Por ejemplo, Leubner-Metzger (2001) confirmé que la aplicacion de BRs a semillas
dormidas de tabaco no inducia a la germinacién; mientras que en Arabidopsis se observé un
efecto contrario (Xiy Yu, 2010). Por otro lado, en contraposicion a lo observado en nuestras
condiciones experimentales, donde la aplicacion exdgena de GR24 no modifico el poder
germinativo de las lineas B123 y A-3, Al-Amri et al. (2023) y Toh et al. (2012) observaron
que el tratamiento exdgeno con GR24 rompe la dormicion de semillas de tomate y Arabidopsis
respectivamente favoreciendo la germinacion de las mismas. Las discrepancias observadas
entre los diferentes estudios podrian deberse a diferencias en los genotipos utilizados, grados

de dormicidn de las semillas y la metodologia aplicada, entre otros.
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Por otro lado, nuestros resultados confirman la importancia y efectividad del tratamiento
exogeno de Ethephon en la liberacion de la dormicion de semillas de girasol. En este sentido
diferentes estudios reportaron que el uso de compuestos capaces de liberar etileno tales como
ethephon (Corbineau et al., 2014), metilvioldgeno, cianuro de hidrogeno (El-Maarouf-
Bouteau et al., 2015; Oracz et al., 2009) y tifén (Dominguez, 2010) son capaces de romper

dormicidn en semillas de girasol.

Las fitohormonas juegan un rol clave en la regulacién de la mayoria de los procesos
bioldgicos, incluyendo la germinacion y dormicion de semillas (Shu et al., 2016; Skubacz y
Daszkowska-Golec, 2017). En este sentido, es ampliamente conocido que acido abscisico
(ABA, promueve la dormicién de semillas) y giberelinas (GAs, estimulan la germinacién de
semillas) son las hormonas primarias que juegan un rol antagénico en la regulacién de ambos
procesos (Sano y Marion-Poll, 2021; Farooq et al., 2022; Jhanji et al., 2024); especialmente
importante es el balance entre ambas fitohormonas. Por otro lado, durante la imbibicién, el eje
embrionario es el centro de importantes procesos metabolicos y fisioldgicos los cuales
conducen a la germinacién de la semilla y desarrollo de una nueva plantula (Bicalho et al.,
2015; Ribeiro et al., 2015).

Nuestros resultados mostraron diferencias en los perfiles hormonales de eje embrionario
de semillas secas y embebidas entre lineas B123 y A-3 (con dormicion a cosecha) y la linea
B91 (sin dormicidn a cosecha), observandose una tendencia similar en las lineas con dormicién
a cosecha (B123 y A-3) en comparacion con la no dormida (B91). En efecto, durante la
imbibicion temprana, ABA registr6 los mayores niveles enddgenos en eje embrionario de la
linea B123 la cual presenté mayor nivel de dormicién a cosecha. En este sentido, Rosell6 et
al. (2016) informaron que ABA seria el responsable de la imposicion de la dormicion impuesta
por el embrion en semillas de girasol de la linea B123 en el momento de la cosecha. Por el
contrario, en la linea B91 el alto porcentaje de germinacion al momento de cosecha se asocio
con un alto nivel de GAsy GA; respecto de las lineas no-dormidas B123 y A-3. En efecto, es
conocido que las GAs promueven la germinacién de semillas (Vishal y Kumar, 2018). De
hecho, diferentes estudios reportan la importancia de estas giberelinas activas en la
germinacion de semillas (Ribeiro et al., 2015). En la actualidad, es conocido que no solo los
niveles enddgenos individuales de ABA y GAs regulan los procesos metabdlicos sino también
que la relacion ABA/GAs constituye un mecanismo regulatorio central en la germinacion y
liberacion de la dormicién (Shu et al., 2016; Finch-Savage y Footitt, 2017; Gianinetti, 2023).
En este sentido, nuestros resultados mostraron que ejes embrionarios de semillas de la linea
B91 registraron una baja relacion ABA/GAs durante la imbibicion temprana lo que permitié
que las semillas germinaran. Por el contrario, en las lineas B123 y A-3, ambas con dormicién

a cosecha, los ejes embrionarios presentaron una alta relacion ABA/GAs.
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El tratamiento con Ethephon, compuesto liberador de etileno, modifico los niveles
enddgenos de ABA y GAs en ejes embrionarios de las lineas B123 y A-3 lo cual condujo a la
pérdida de dormicién y la consiguiente germinacion de las semillas. En efecto diferentes
trabajos han demostrado que el efecto promotor del etileno sobre la germinacion esta asociado
con la modulacién del metabolismo y el camino de sefializacion de ABA y GAs (Corbineau,
2024). Durante la imbibicién, el tratamiento con Ethephon disminuyd los niveles endégenos
de ABA en ejes embrionarios de semillas de la linea B123, lo que podria estar en relacion con
la pérdida de dormicion de semillas de esta linea luego del tratamiento aplicado. En
concordancia, Xia et al. (2018) observaron que ABA disminuy6 tanto en semillas dormidas y
no dormidas tras una imbibicidn de 15 h, aumentando a las 24 h solo en las semillas dormidas.
En este sentido es ampliamente conocido, que durante la imbibicion ABA disminuye tanto en
semillas dormidas como no dormidas de diferentes especies, no afectando directamente la
germinacion (Arc et al., 2013). Por el contrario, la linea A-3 present6 una tendencia opuesta a
lo observado en la linea B123. En la linea A-3 si bien el tratamiento exdgeno con Ethephon
liberd la dormicion de las mismas, este proceso no se correlaciond con una disminucion en el
contenido de ABA en eje embrionario por lo que el nivel endégeno de ABA no estaria
relacionado con la pérdida de la dormicién. Respecto a las GAs, la aplicacion exdgena de
Ethephon, incrementd los niveles enddgenos de GAs bioldgicamente activas (GA1 + GA4)
durante la imbibicion temprana en eje embrionario de ambas lineas. En efecto, ha sido
reportado que existe una interaccion positiva entre Etileno y GAs (Corbineau, 2024). Es mas,
el efecto estimulador de la germinacion de etileno, fitohormona liberada a partir de Ethephon,
se asocia a una activacion de la sintesis y del camino de sefializacion de GAs (lglesias-
Fernandez y Matilla, 2010; Linkies y Leubner-Metzger, 2012). Asimismo, el importante rol
del etileno en la liberacion de la dormicidn y germinacion de semillas estd asociado a la
regulacién de la relacion ABA/GAs (Corbineau, 2024). En este sentido bajo nuestras
condiciones experimentales el tratamiento exdgeno con Ethephon disminuy6 la relacion
ABAJ/GASs en eje embrionario de las lineas B123 y A-3 durante la imbibicion temprana
relevando asi la importancia de la misma en la liberacion de la dormicion y el
desencadenamiento de la germinacion en semillas de girasol. En efecto, cambios en la relacién
ABA/GAs y asi como en la capacidad de respuesta de cada tejido, es decir, en la sensibilidad
a ABA 'y GAs, juegan un rol central en la regulacion de la dormicion y germinacion de semillas
(Ali et al., 2022; Finch-Savage y Footitt, 2017).

A partir de lo anteriormente expuesto, en este trabajo se comprueba que la aplicacion
exogena de Brasinolide (BRs), GR24 (SLs) y KAR2 (KARs) no tuvieron efecto significativo
en la ruptura de la dormicion de semillas de girasol de las lineas A-3 y B123. Asimismo, se

confirma la importancia y efectividad de Ethephon, compuesto liberador de etileno, en la
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ruptura de la dormicion en semillas de girasol; lo cual estd asociado a un aumento en la sintesis
de GAs bioldgicamente activas (GA:1 y GA4) con la consecuente disminucion de relacion
ABAJ/GAs en eje embrionario durante la imbibicion temprana. Asi, GAs y la relacién
ABAJGAs juegan un rol clave en la germinacién de semillas de girasol. Sin embargo, estudios
adicionales son necesarios a fin de dilucidar completamente la interaccién de ET con otras
fitohormonas como por ejemplo los BRs en la regulacion de la dormicion y germinacion de

semillas.
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CONCLUSIONES

Las semillas de las lineas A-3 y B123 presentan dormicidn a cosecha mientras que las
semillas de la linea B91 tienen un alto valor de PG a cosecha por lo que se la clasifica

como linea “no dormida”.

La aplicacidn exdgena de BL, GR24 y KAR2 no tuvo efecto significativo en la ruptura

de la dormicion de semillas de girasol de las lineas A-3y B123.

La aplicacion exdgena con Ethephon fue efectiva en la ruptura de la dormicion de
semillas de las lineas B123 y A-3.

Acido abscisico (ABA), Giberelinas (GAs) y particularmente la relacion ABA/GAs

participan en la regulacién de la germinacion y dormicion de semillas de girasol.

El tratamiento exdgeno con Ethephon incrementa los niveles endégenos de GAs

durante la imbibicién en las lineas B123 y A-3, ambas con dormicion a cosecha.

La disminucion de la relacion ABA/GAs juega un rol fundamental en la germinacion
de semillas de las lineas B123 y A-3 (ambas con dormicién a cosecha) luego de la

aplicacién exdgena de Ethephon.
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