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RESUMEN

El &cido abscisico (ABA) coordina el crecimiento y desarrollo de las plantas ademas de estar
involucrado en las respuestas a factores de estrés ambiental. El objetivo de este trabajo fue
analizar los niveles basales de ABA en pléantulas de girasol de las lineas B59 (sensible a
estrés hidrico) y B71 (tolerante a estrés hidrico) provenientes de semillas obtenidas de
plantas madres cuyo proceso de crecimiento se desarrollo bajo condiciones de riego y sequia.
La informacion obtenida fue correlacionada con la sensibilidad al estrés hidrico y las
variables: energia y poder germinativo, peso fresco y seco y niveles de ABA. Se colocaron
cincuenta semillas por repeticién en bandejas de plastico sobre arena. El contenido hidrico
del sustrato al momento de siembra fue 60% de la capacidad de campo y a partir del 4to dia a
capacidad de campo. Las plantulas fueron cosechadas a los 11 dias de la siembra, se
congelaron en N, y se conservaron a —80 °C. Los pardmetros evaluados fueron: energia y
poder germinativo, peso fresco y seco y niveles enddgenos de ABA. Los resultados
obtenidos fueron: plantulas de ambas lineas provenientes de plantas madres crecidas en
condiciones de sequia, presentaron mayores niveles endégenos de ABA que las crecidas en
riego; semillas de la linea B59 provenientes de plantas madres crecidas en condiciones de
sequia, presentaron mayor poder germinativo que las provenientes de riego; tanto en energia
germinativa como en peso fresco y seco no se observaron diferencias significativas entre las
lineas B59 y B71; el parametro que permitié diferenciar ambas lineas fue el poder
germinativo; una correlacion positiva fue hallada entre peso seco y energia germinativa. Los
resultados finales indican que ABA esta involucrado en la tolerancia a estrés hidrico y las
condiciones ambientales en que crecio la planta madre, modifican los niveles enddgenos de

ABA en pléntulas y el poder germinativo de las semillas de la progenie.

Palabras claves: Acido absicico, Helianthus annuus L., estrés hidrico, plantula, ambiente

materno.



SUMMARY

Abscisic acid (ABA) plays essential roll in plant growth and development, as well as it is
involved in the responses to environmental stress. Objective of the present work was
analysed the ABA endogenous level in sunflower seedlings from plants grown under
irrigation and drought, in two lines with different sensitivity to drought condition, line B59
(sensitive) and B71 (tolerant). The information obtained, was correlated with stress drought
sensitivity and the variables: germination energy, final count of germination, fresh and dry
weight. Fifty seeds were placed in pots containing sand. The hydric content at sowing time
was 60% of field capacity. At day 4 and until the end of experience the seedlings were
watered at field capacity. The seedlings were harvested at day 11 after sowing, frozen in
liquid nitrogen and stored at -80° C. The parameters evaluated were: fresh weight, dry
weight, ABA endogenous level, germination energy and final count of germination. The
results obtained were: seedlings of both lines grown under drought showed the highest ABA
endogenous levels. B59 seeds obtained from plants grown under drought showed higher final
count of germination than those from plants grown under irrigation. No differences
significant were observed in germination energy, dry weight and fresh weight between both
lines. The final count of germination was the parameter used to differentiate the lines. A
positive correlation was found between dry weight and germination energy. Our results
indicate that ABA plays a role in the tolerance to drought stress and the environmental
conditions experienced by the mother plant altered ABA content of the progeny seedlings

and final counts of germination of progeny seeds.

Key words: Abscicic acid, Helianthus annuus L., Drought stress, Seedlings, Mother

environment.
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INTRODUCCION

Importancia del cultivo de girasol. Caracterizacion y relacion con el estrés hidrico

El girasol (Helianthus annuus L.) tiene una antigiiedad aproximada de 5.000 afios y su
evolucion se produjo en el norte de México y en el centro-sur de EEUU.

En la segunda mitad del siglo XVI, la planta fue llevada a Europa y mas alld de
consideraciones boténicas, atrajo por sus enormes “flores” amarillas. Pedro “El Grande”,
colaboré en su difusién fomentando la creacién del primer gran polo productor de girasol del
mundo. En la segunda mitad del siglo XIX, comenzaron en Rusia las experiencias para
obtener madurez en menor tiempo y mas aceite en las semillas (Andreani, 2004).

A fines del siglo X1X, el girasol llega a la Argentina en el equipaje de los inmigrantes que
arribaron al puerto de Buenos Aires, dispuestos a colonizar las pampas.

A mediados de la década del ’30, destacados técnicos argentinos comenzaron la tarea
fitogenética, logrando variedades con mayor contenido y rinde aceiteros que las disponibles
entonces.

En 1950, la exportacion de 103.000 t de aceite, marco un hito clave. Desde hacia tres afios,
en Manfredi (Pcia. de Cdrdoba) se trabajaba cruzando el girasol con especies silvestres
emparentadas, a fin de lograr resistencia a enfermedades. En 1970, se logran en Argentina,
variedades con 40% de aceite (Andreani, 2004).

En la Gltima década del siglo pasado, el crecimiento del complejo oleaginoso global
debido a los altos precios internacionales, encontro en el girasol argentino su mejor ejemplo.
En la campafia 1994/95, se sembraron poco mas de tres millones de has., nivel que se
sostuvo y aun trepd casi un 20% para la ‘97/98, antes del inédito registro de 4.200.000 de
toneladas del ciclo siguiente, que permitid obtener una produccion superior a 7.000.000 de
toneladas. Argentina se convierte asi en el primer exportador mundial de aceite de girasol,
desarrollando una de las méas competitivas industrias procesadoras de aceite (Andreani,
2004).

El momento vivido por estos commodities desde 1996 fue propicio para el crecimiento de
su oferta global, lo que derivé en un exceso de existencia de aceites y en la caida de sus
valores.

El siglo XXI comenzd pareciendo ser la “centuria de la soja”, lo que incidid
negativamente en el crecimiento del cultivo del girasol. Su reemplazo por la soja en zonas
tradicionales y de altos potenciales de rinde, empujé a dicho cultivo a otras areas de
inferiores perspectivas (Andriani, 2004).

El girasol es un cultivo que manifiesta un alto grado de plasticidad, tanto en sus aspectos

vegetativos (tamafio de las hojas), como en los reproductivos (nimero de flores que dardn



lugar a los granos), haciendo que pueda adaptarse a un amplio rango de ambientes. Como
consecuencia de esa elevada plasticidad, la distribucion del girasol es muy amplia en
Argentina, abarcando zonas en las que las ofertas de recursos y la incidencia de adversidades
son muy variadas.

El ambiente, su oferta de recursos y sus restricciones, imponen limites al rendimiento del
cultivo. En el aspecto hidrico, tanto los excesos como las restricciones, constituyen
situaciones de estrés para el girasol como para muchos otros cultivos. Generalmente, y en
especial cuando estas situaciones se prolongan en el tiempo, determinan mermas muy
importantes en el rendimiento (LApez Pereira y Trapani, 2004).

En Argentina, el area de cultivo de girasol se extiende desde el norte del Chaco hasta el
sur de La Pampa. En estas zonas, la planta de girasol debe soportar frecuentes periodos de
sequia, problematica que se acentla hacia el oeste del pais (Vazquez y Paoloni, 1991). El
estrés hidrico, las bajas temperaturas y la salinidad, son algunos de los factores que afectan
principalmente el crecimiento y la productividad de las plantas. Asimismo, las respuestas a
factores de estrés por parte de las plantas, dependen de la intensidad y duracién del mismo,
asi como de la especie y del estado de desarrollo de la misma (Chaves et al., 2003). El estrés
hidrico en girasol produce disminucion en el crecimiento temprano del cultivo, afectando
longitud de la raiz, longitud del tallo, area total de la hoja, peso fresco y seco, contenidos de
clorofilaay b, clorofila total y carotenos (Manivannan et al., 2007).

Por esta razon, se han desarrollado estrategias para reducir la disminucion en los
rendimientos de la produccién agropecuaria, siendo una de ellas, la de obtener variedades
tolerantes al estrés ambiental, como bajas temperaturas, sequia y salinidad (Dvorok y Ross,
1986; Fick y Miller, 1997). Para ésto, es necesario dilucidar los mecanismos que definen las
respuestas morfoldgicas y bioquimicas de las plantas a estas fuentes de estrés y clarificar

coémo se generan los mecanismos de ajuste.

Descripcion del cultivo

El girasol pertenece a la familia de las Asteraceae.

El tallo es el érgano de sostén de las hojas y el capitulo. En la etapa de floracion puede
medir de 1 a 3 m en los cultivares que se siembran actualmente en Argentina y el didmetro
puede variar entre 1 a 5 cm dependiendo de las condiciones del cultivo.

El sistema radical del girasol se encuentra constituido por un eje central y por un conjunto
de raices laterales secundarias y terciarias. Bajo condiciones favorables, la raiz principal
puede alcanzar profundidades mayores a los 2 m, sus ramificaciones (raices secundarias y

terciarias) son numerosas en cercania al cuello de la planta, disminuyendo su densidad



drasticamente a 15 cm del mismo. La raiz es el primer 6rgano que atraviesa las cubiertas de
la semilla en germinacion.

Luego de la emergencia del cultivo, cuando los cotiledones se despliegan y quedan por
encima de la superficie del suelo, comienza la emision de hojas verdaderas. Las seis u ocho
primeras hojas, nacen en pares y las restantes en forma alternada (Pedraza et al., 2000).

En las hojas se encuentran los tejidos adaptados donde se realiza la mayor parte de la
fotosintesis. Sus hojas son fototrdpicas, esta propiedad le permite incrementar la captacion
de los rayos solares y posibilitar asi el proceso de fotosintesis (Putman et al., 1990).

Las flores en el girasol se retnen en una inflorescencia. Comunmente se la llama cabeza o
torta, pero botanicamente se la denomina capitulo. La semilla del girasol (botanicamente, un
fruto denominado cipsela), es un fruto seco, uniseminado, con pericarpio (cascara) separado
de la verdadera semilla o pepita. En el girasol, la pepita es la que contiene la mayor parte de

la materia grasa o aceite (Aguirrezabal et al., 2001).

Fases fenoldgicas del cultivo

Durante el crecimiento y desarrollo de las plantas de girasol, se pueden distinguir varios
cambios fisiol6gicos y morfoldgicos que se corresponden con estados relevantes del cultivo.
Es decir, el desarrollo del cultivo supone la sucesion progresiva de cambios fisiolégicos y
morfoldgicos que van dando lugar a los distintos estados de las plantas. Se identifican asi las
fases de desarrollo y los estados fenoldgicos que constituyen hitos de separacion entre las
mismas.

Se pueden considerar cuatro fases fenolégicas, que refieren a los cambios relevantes que

sufren las plantas en cada una de ellas (Trapani y Lopez Pereira, 2004).

A- SIEMBRA — EMERGENCIA: es la fase de establecimiento del cultivo en la que
tienen lugar la imbibicion de las semillas, la emergencia de la radicula, el
crecimiento de la plantula y la emergencia de la misma. La temperatura es el factor
maés importante en el control de la germinacion de semillas no dormidas, en suelos
no compactados y con adecuada provision hidrica. La temperatura éptima para la
germinacion es cercana a los 26°C, con temperaturas méaximas de 40°C y minimas en
el rango de entre 3 y 6 °C (Connor y Hall, 1997). En situaciones sin limitaciones
hidricas se puede predecir la fecha de emergencia de las plantulas de girasol,
conociendo la profundidad de siembra y la temperatura (Villalobos et al, 1994). El
agua afecta la emergencia a través de multiples vias. Directamente, actGa sobre la
imbibicién de la semilla y sobre el crecimiento posterior de la plantula e

indirectamente, condicionando la temperatura y la presion parcial de oxigeno en la



fase gaseosa del suelo. Semillas y plantulas toleran en menor medida el estrés si las
comparamos con la planta adulta; por lo tanto, la habilidad de las semillas para
convertirse en una planta joven esta fuertemente reducida por diferentes tipos de
estrés.

EMERGENCIA-INICIACION FLORAL.: esta fase comienza con la emergencia de
la plantula y finaliza cuando el &pice del vastago, productor de primordios foliares,
cambia su forma y actividad, pasando a diferenciar la inflorescencia y sus flores.
Durante esta fase, se define la capacidad potencial del cultivo en producir area foliar,
pues gueda fijado el nimero de hojas por planta. En paralelo, comienza el proceso
de establecimiento del canopeo del cultivo, asociado a la expansion de las hojas
emergidas. La duracion de la fase emergencia - iniciacion floral, depende
principalmente del cultivar, la temperatura y el fotoperiodo. La duracion de este
periodo serd generalmente menor con temperatura, radiacion alta y dias largos
(Trapani y Lopez Pereira, 2004).

INICIACION FLORAL — FLORACION: la fase comienza con la aparicion de los
primeros primordios florales en el &pice y finaliza con el comienzo de la antesis de
las flores de la periferia de la inflorescencia. Durante el primer tercio de esta fase se
diferencian los primordios florales. Una vez finalizada la diferenciacion floral y
hasta la antesis, las flores crecen y adquieren funcionalidad: los estigmas adquieren
receptividad y el polen viabilidad. La duracion de la fase iniciacién floral — floracion
dependen principalmente del cultivar, la temperatura y el fotoperiodo. La
temperatura tiene efectos sobre la duracion del periodo de diferenciacion de flores y
sobre la tasa de diferenciacion de las mismas: a mayor temperatura, la tasa aumenta,
pero se acorta el tiempo durante el cual se diferencian las flores. El rango de
temperaturas apropiado para obtener el mayor nimero de flores que llegaran a dar
granos, se extiende entre los 20 y los 30°C (Chimenti et al., 2001).

FLORACION — MADUREZ FISIOLOGICA: esta fase comienza con la antesis de
las flores periféricas del capitulo y finaliza con la madurez fisioldgica, cuando los
granos alcanzan su maximo peso seco. Para definir madurez fisioldgica en forma
practica (aunque menos precisa), se utilizan criterios que toman en cuenta los
cambios de color del envés del capitulo (pasa de verdoso a amarillento) y de sus
bracteas (se tornan marrones). La madurez comercial se determina segin el
contenido de humedad del fruto adecuado para la cosecha mecanica (13 a 15%) y
teniendo en cuenta que la base para su comercializacion es de 11%. La duracion de
la fase floracion — madurez fisioldgica depende principalmente del cultivar y de la

temperatura. La sequia y las enfermedades puede generar un estrés severo que



acelere la pérdida de hojas, interrumpiendo el crecimiento de los granos,

determinando asi, una menor duracion de esta fase (Trapani y Lépez Pereira, 2004).

El &cido abscisico (ABA): biosintesis y funciones

Biosintesis

En plantas superiores, ABA es sintetizado a traves de escision oxidativa de un precursor
carotenoide de 40C. El primer paso, la epoxidacion de zeaxantina y anteraxantina a
violaxantina, ocurre en plastidios y es catalizada por la enzima zeaxantina epoxidasa (ZEP).
Luego de una serie de modificaciones estructurales, violaxantina es convertida a 9-cis-
neoxantina cuya escisién oxidativa por la accion de 9-cis-epoxicarotenoide dioxigenasa
(NCED) produce un intermediario de 15C, xantoxina. Subsecuentemente, este compuesto es
exportado hacia el citosol donde es convertido a ABA, via ABA-aldehido, mediante dos
reacciones enzimaticas catalizadas por ABA aldehido oxidasa (AAO) (Taylor et al., 2000;
Finkelstein et al., 2002; Seo y Koshiba, 2002; Xiong y Zhu, 2003; Schwartz y Zeevaart,
2004). Respecto al catabolismo de ABA, se han aislado varios metabolitos de diversas
especies vegetales. ABA puede ser metabolizado a través de dos vias principales: oxidacion
en diferentes posiciones y conjugacion (Cutler y Krochko, 1999; Hirai, 1999; Xu et al.,
2002; Oritani y Kiyota, 2003). La preferencia por una u otra via depende de la especie, el
organo particular, el estadio de desarrollo y de los procesos biol6gicos involucrados (Cutler
y Krochko, 1999; Zeevaart, 1999; Oritani y Kiyota, 2003). En plantas, la via oxidativa es
predominante con respecto a la conjugacion, y se inicia por hidroxilacion en el C-8’ para
originar un intermediario inestable, 8’-hidroxi-ABA (8’-OH-ABA), el cual espontaneamente
se isomeriza a &cido faseico (PA) (Cutler y Krochko, 1999; Todoroki et al., 2000). Este
compuesto posteriormente es reducido a &cido dihidrofaseico (DPA) y/o su epimero, &cido
epi-dihidrofaseico (epi-DPA) (Zeevaart y Milborrow, 1976; Zeevaart y Creelman, 1988;
Zeevaart et al., 1991).

El ABA vy sus productos oxidados pueden ser conjugados como ésteres, particularmente
como glucosil ésteres (ABA-GE) o bien como glucosidos (Zeevaart, 1999; Oritani y Kiyota,
2003). EI ABA-GE es uno de los metabolitos conjugados mayoritarios y probablemente
desempefiaria un rol en el transporte de ABA (Sauter et al., 2002). La abundancia de este
compuesto es menor comparada con la de ABA y podria constituir una reaccién de
inactivacion reversible utilizada para regenerar ABA libre. En algunos tejidos, la formacién
de glucosil-conjugados es la principal via de inactivacion de ABA (Zeevaart, 1999). En

general, estos metabolitos se almacenan en la vacuola donde no estan expuestos a hidrolisis.



Los niveles enddgenos de ABA en los tejidos vegetales resultan entonces, de la combinacion

de procesos de biosintesis, catabolismo o transporte (Fig.1).
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Funciones

El ABA interviene en numerosos procesos celulares y regula diversas etapas del desarrollo
de la planta, como maduracion de la semilla, sintesis de proteinas y lipidos de reserva (Seo y
Koshiba, 2002; Xiong y Zhu, 2003), promocion de la tolerancia a desecacién de semillas y
tejidos vegetativos (McCourt, 2001; Finkelstein et al., 2002), induccion y mantenimiento de
la dormicion (Karssen et al., 1983; Rock y Quatrano, 1995; Koornneef et al., 2002; Kushiro
et al., 2004; Okasabe et al., 2005), inhibicién de la fase de transiciébn embrionaria a
crecimiento germinativo, y de crecimiento vegetativo a crecimiento reproductivo (Leung y
Giraudat, 1998; Rock, 2000; Rohde et al., 2000), polinizacién (Kovaleva y Zakharova, 2003)
y senescencia (Hunter et al., 2004). En el proceso de germinacion de la semilla, ABA inhibe
la imbibicion inicial (dos primeras fases del proceso germinativo) necesaria para el comienzo
del crecimiento embrionario, como asi también impide la transicion hacia la fase de
crecimiento de la plantula, posterior a la emergencia de la radicula (L6pez-Molina et al.,
2001).

En el crecimiento de las plantas ABA tiene una funcion compleja y dual, actuando como
inhibidor o promotor del crecimiento, en presencia 0 ausencia de estrés, respectivamente
(Cheng et al., 2002; Finkelstein et al., 2002; Zhang et al., 2006).

Su funcién como inhibidor del crecimiento se observa cuando es acumulado en grandes
cantidades bajo condiciones de estrés, ayudando a la planta a sobrevivir en estas condiciones
mediante la inhibicion de procesos tales como: apertura estomatica y crecimiento del tallo
(Gowing et al, 1993; Zhang y Davies, 1990; Zhang et al., 2006). Por otro lado, su funcién
como promotor del crecimiento se manifiesta en condiciones de crecimiento ‘“normales”
cuando sus niveles endégenos son bajos. En estas situaciones se ha observado que es
esencial para el crecimiento de varios érganos, por ej: crecimiento de raiz primaria (Sharp et
al., 2000; Spollen et al., 2000) y desarrollo post- germinativo de la plantula (Cheng et al.,
2002).

Del mismo modo, ABA desempefia un rol primordial en la adaptacion de las plantas a
condiciones adversas tales como salinidad, sequia, bajas temperaturas y estrés osmotico
(Leung y Giraudat, 1998; Zhu, 2002; Xiong y Zhu, 2003); ademas afecta la tolerancia de la
planta a estrés por calor (Robertson et al., 1994) y por patégenos (Mohr y Cahill, 2003).

Aumentos en los niveles endogenos de ABA han sido observados en diferentes especies,
bajo diferentes condiciones ambientales que causan estrés hidrico (Chen et al., 2002; Perales
et al., 2005). El rol que juega ABA en la tolerancia a sequia ha sido confirmado por Andrade
et al. (2009) quienes observaron acumulacion de ABA en semillas secas de girasol de las
lineas B71 (tolerante a estrés hidrico) y B59 (sensible a estrés hidrico) provenientes de

plantas crecidas en condiciones de sequia.



Efecto del ambiente en que creci6 la planta madre: Su incidencia en caracteristicas de

la progenie.

Perturbaciones del ambiente externo pueden modificar el desarrollo de la progenie en
algunas especies. El estrés hidrico durante la formacion del grano modifican las propiedades
de germinacion y contenido hormonal de semillas de la progenie en sorgo (Benech Arnold et
al., 1991; Amazallag et al., 1998). Por otro lado, condiciones ambientales como: temperatura,
lluvia y humedad durante el desarrollo del grano de cebada afectaron la expresion de los
genes de la biosintesis (HNCEDJ) y catabolismo (HvCYP707A1) de ABA; lo cual resulté en
diferencias en el contenido endégeno de ABA en el grano (Chono et al., 2006).

Estudios realizados en semillas de girasol de las lineas B71 y B59 mostraron que en
aquellas semillas provenientes de plantas madres crecidas en condiciones de sequia los
niveles enddgenos de Jasmonatos fueron menores respecto de aquellas crecidas bajo
condiciones de riego (Vigliocco et al., 2007). Del mismo modo, el pericarpo de semillas
secas provenientes de plantas madres crecidas en sequia presentd mayor contenido de ABA
(Andrade et al., 2009).



HIPOTESIS

1. El nivel enddgeno de acido abscisico es cuantitativamente diferente en plantulas de
girasol provenientes de semillas obtenidas de plantas crecidas en condiciones de riego y
sequia, con diferente sensibilidad a estrés hidrico. EI nivel de ABA incide en el crecimiento

temprano de las plantulas.

OBJETIVO GENERAL

Analizar los niveles basales de &cido abscisico en plantulas de girasol de las lineas B59
(sensible a estrés hidrico) y B71 (tolerante a estrés hidrico) provenientes de semillas
obtenidas de plantas madres crecidas en condiciones de riego y sequia correlacionandolos
con la sensibilidad a estrés hidrico y las variables energia germinativa (EG), poder
germinativo (PG), peso fresco (PF) y peso seco (PS).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar los niveles basales de acido abscisico en plantulas de girasol de las lineas B59
(sensible a estrés hidrico) y B71 (tolerante a estrés hidrico) provenientes de semillas
obtenidas de plantas madres crecidas en condiciones de riego y sequia.

2. Comparar el crecimiento temprano de las plantulas en relacion a los niveles hormonales

enddgenos.



MATERIALES, TECNICAS Y METODOS

El presente trabajo se llevo a cabo en la cétedra de Fisiologia Vegetal en la Facultad de
Ciencias Exactas, Fisico-Quimicas y Naturales de la Universidad Nacional de Rio Cuarto.
Cérdoba. Argentina.

Material Vegetal

Semillas de girasol (Helianthus annuus L.) de las lineas B59 (sensible a estrés hidrico) y
B71 (tolerante a estrés hidrico) provenientes de plantas madres desarrolladas bajo
condiciones de riego y sequia, se utilizaron para la realizacién de los ensayos programados,
las cuales fueron provistas por EEA-INTA Manfredi. Los tratamientos de riego y sequia se
aplicaron a plantas madres que alcanzaron el estado fenoldgico V4. Para el tratamiento de
sequia, el suelo fue cubierto con polipropileno hasta el momento de la cosecha, mientras que
en el tratamiento de riego las plantas fueron regadas cada vez que la capacidad de campo

alcanzé un 60% hasta llegar al 100%.

Condiciones de crecimiento de las plantulas

Los tratamientos llevados a cabo en esta experiencia fueron cuatro:

A) Plantulas de la linea B71 provenientes de plantas madres crecidas en condiciones de
riego.

B) Plantulas de la linea B71 provenientes de plantas madres crecidas en condiciones de
sequia.

C) Plantulas de la linea B59 provenientes de plantas madres crecidas en condiciones de
riego.

D) Plantulas de las linea B59 provenientes de plantas madres crecidas en condiciones de
sequia.

Cada tratamiento fue realizado por triplicado. Cincuenta semillas por repeticion, se
colocaron en bandejas de pléstico sobre arena en una cdmara de crecimiento, programada
con 8 hs de oscuridad a 19°C y 60% HR y 16 hs con luz a 29°C y 65% HR. El contenido
hidrico del sustrato al momento de la siembra fue del 60% de la capacidad de campo (C.C);
realizdndose posteriores riegos a capacidad de campo a los 4, 7 y 10 dias de la siembra,
utilizando el método de ascenso capilar de la solucion al sustrato. Las plantulas fueron

cosechadas a los 11 dias de la siembra, se congelaron en N,y se conservaron a —80 °C.
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Variables evaluadas

Las variables que se evaluaron fueron: energia germinativa (EG), poder germinativo (PG),
peso fresco (PF), peso seco (PS), y niveles enddgenos de acido abscisico (ABA).

Evaluacién de energia y poder germinativo

La energia germinativa se determiné a los 4 dias de postsiembra, mientras que el poder
germinativo se medio a los 11 dias. Se consideraron germinadas las plantulas que alcanzaron

por lo menos 0,5 cm longitud.

Determinacién de peso fresco y peso seco

El peso fresco (PF) y peso seco (PS) se determiné mediante una balanza analitica. Para la
determinacion del peso seco las plantulas fueron liofilizadas previamente a fin de llevarlas a

sequedad.

Extraccion y cuantificacion de acido abscisico

La extraccion y purificacion de ABA se llevo a cabo segin protocolo modificado de
Durgbanshi et al. (2005). 200 mg de peso seco de material vegetal se homogeneiz6 con N,
liquido y 5 ml de agua deionizada como solvente de extraccién. Como estandar interno se
agregd 100 ng de [Hg]-ABA. Posteriormente las muestras se centrifugaron durante 15
minutos a 5000 rpm. Se recogio el sobrenadante ajustandose el pH a 2,8 con &cido acético
15%. Posteriormente se realizaron dos particiones con éter etilico, recolectandose las fases
orgénicas las que se llevaron a sequedad. Los extractos secos se resuspendieron en 1 ml de
metanol, se filtraron a través de un filtro de jeringa (velocidad de flujo menor a 1ml/minuto)

y finalmente se secaron bajo vacio en SpeedVac.

Los extractos secos conteniendo ABA se resuspendieron con 100 pl de MeOH para la
purificacion y analisis mediante un cromatdgrafo Alliance 2695 (Waters, Inc., California,
USA) equipado con una bomba cuaternaria con auto inyector de muestra. Se utilizd una
columna Resteck Cig (Resteck USA, 2.1 x 100 mm, 5 um) a 25° C, con un volumen de
inyeccion de 10 pl. La elucidén se llevd a cabo en gradiente con un sistema de solvente
binario: 0.2% HOAc en H,0O (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 (minuto),
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%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 ABA se realizd mediante un
espectrometro de masa de doble cuadrupolo (Micromass Quatro Ultima™ PT, Manchester
City, UK). Todos los anélisis se realizaron utilizando la fuente de electrospray en modo de
ionizacion negativo. La cuantificacion se llevé a cabo por inyeccion de las muestras en modo
Reacciones de monitoreo multiple (MRM). La adquisicion de datos por MRM se realiz6 por
monitoreo de iones parentales y transiciones para ABA y 2Dg-ABA (estandar interno)

respectivamente.

Analisis estadistico

Las experiencias se realizaron utilizando un disefio totalmente aleatorizado con 3
repeticiones. Las diferencias significativas entre medias de las variables evaluadas en semilla
(EG y PG) y pléantulas (ABA endb6geno, PF y PS) de las lineas B59 y B71 provenientes de
plantas madres crecidas bajo condiciones de riego y sequia se realizaron mediante el uso de
Anélisis de la Varianza de una via (ANOVA), utilizando a posteriori un test de Rangos
Multiples (LSD de Fisher) (p < 0.05).

El coeficiente de correlacion lineal de Pearson se usd para establecer el grado de
asociacion entre: niveles endogenos de ABA de las plantulas/energia germinativa, niveles
enddgenos de ABA de las plantulas/poder germinativo, niveles endégenos de ABA/peso
fresco de las plantulas, niveles enddgenos de ABA/peso seco de las plantulas. El software

utilizado fue Statgraphics Plus, version 3, Manugistics 1997.
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RESULTADOS

Niveles endogenos de ABA

Acido abscisico (ABA) fue detectado en plantulas de las lineas B71 y B59 provenientes de
semillas obtenidas a partir de plantas crecidas bajo condiciones de riego y sequia.

Las lineas analizadas no mostraron diferencias significativas en los niveles enddgenos de
ABA (p<0.05) (Tabla 1). Sin embargo, las plantulas de la linea B71 provenientes de semillas
obtenidas de plantas crecidas bajo condiciones de sequia presentaron 1.5 veces mas ABA
que las obtenidas a partir de plantas crecidas en riego. Por otro lado, en la linea B59, las
plantulas provenientes de semillas desarrolladas a partir de plantas crecidas en sequia
mostraron un aumento de tres veces respecto de las plantulas provenientes de semillas

crecidas bajo riego (Fig. 2).

VARIACION SUMA DE GRADOS DE F p
CUADRADOS LIBERTAD
ENTRE LAS 7,8309E6 3 2,66 0,1193
LINEAS
DENTRO DE 7,84545E6 8
CADA LINEA
1,56764E7 11
TOTAL

Tabla 1. Anélisis de la varianza (ANOVA) de los niveles enddgenos de ABA en plantulas
de girasol de las lineas B71 y B59 provenientes de plantas madres crecidas en condiciones de

riego y sequia (p<0.05).
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Fig. 2. Niveles enddgenos de ABA (pmol.g™ PS) en pléantulas de girasol de
las lineas B71 y B59 provenientes de plantas madres crecidas en
condiciones de riego y sequia (n=3 + SE) p< 0.05

Evaluacion de energia y poder germinativo

La energia germinativa no mostrd diferencias significativas entre las lineas B71 y B59
(p<0.05) (Tabla 2). Las semillas provenientes de plantas desarrolladas bajo condiciones de

riego mostraron una disminucién similar en la energia germinativa respecto de las semillas
obtenidas bajo condiciones de sequia (Fig. 3).
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VARIACION SUMA DE GRADOS DE F p
CUADRADOS LIBERTAD

ENTRE LAS 39,645 3 2,05 0,1605
LINEAS

DENTRO DE 77,335 12

CADA LINEA

116,98 15

TOTAL

Tabla 2. Andlisis de la varianza (ANOVA) de energia germinativa de semillas de girasol de

las lineas B71 y B59 (p<0.05).

Energia germinativa (%)

121

10+

B71

B59

I plantulas provenientes de semillas obtenidas de plantas crecidas en riego
[ Iplantulas provenientes de semillas obtenidas de plantas crecidas en sequia

Fig. 3. Energia germinativa de semillas de girasol de las lineas B71 y B59
provenientes de plantas madres crecidas en condiciones de riego y sequia
(n=3 £ SE) p< 0.05
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El andlisis del poder germinativo mostrd diferencias significativas entre semillas de las
lineas B71 y B59 (p<0.05) (Tabla 3). Las semillas de la linea B71 mostraron mayor poder
germinativo respecto de la linea B59. No se observaron diferencias significativas en el poder
germinativo entre semillas de la linea B71 originadas de plantas crecidas bajo ambas
condiciones hidricas del suelo. El poder germinativo de las semillas de la linea B59
provenientes de plantas madres crecidas en condiciones de sequia fue significativamente mas
alto respecto de aquellas obtenidas a partir de plantas desarrolladas bajo riego (p<0.05) (Fig.
4).

VARIACION SUMA DE GRADOS DE F p
CUADRADOS LIBERTAD

ENTRE LAS 1125,19 3 17,74 0,0001
LINEAS
DENTRO DE 253,668 12
CADA LINEA
1378,76 15
TOTAL

Tabla 3. Analisis de la varianza (ANOVA) del poder germinativo de semillas de girasol de
las lineas B71 y B59 (p<0.05).
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Fig. 4. Poder germinativo de semillas de girasol de las lineas B71 y B59
provenientes de plantas madres crecidas en condiciones de riego y sequia
(n=3 £ SE) p< 0.05

Evaluacion de peso fresco y peso seco de las plantulas

El peso fresco y peso seco de plantulas de las lineas B71 y B59 no mostraron diferencias
significativas (p<0.05) (Tabla 4 y 5). (Figs. 5y 6).

VARIACION SUMA DE GRADOS DE F p
CUADRADOS LIBERTAD

ENTRE LAS 0,006875 3 0,48 0,7033
LINEAS

DENTRO DE 0,0575 12

CADA LINEA

0,064375 15

TOTAL

Tabla 4. Andlisis de la varianza (ANOVA) de peso fresco de plantulas de girasol de las
lineas B71 y B59 provenientes de plantas madres crecidas en condiciones de riego y sequia

(p<0.05).
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Fig. 5. Peso fresco por plantula de girasol de las lineas B71 y B59
provenientes de plantas madres crecidas en condiciones de riego y sequia
(n=3 £+ SE) p< 0.05

VARIACION SUMA DE GRADOS DE F p
CUADRADOS LIBERTAD

ENTRE LAS 0,00016875 3 0,37 0,7762
LINEAS

DENTRO DE 0,001825 12

CADA LINEA

0,00199375 15

TOTAL

Tabla 5. Anélisis de la varianza (ANOVA) de peso seco de plantulas de girasol de las lineas
B71 y B59 provenientes de plantas madres crecidas en condiciones de riego y sequia

(p<0.05).
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Fig. 6. Peso seco por plantula de girasol de las lineas B71 y B59
provenientes de plantas madres crecidas en condiciones de riego y sequia
(n=3 £ SE) p< 0.05

Una correlaciéon positiva fue hallada entre peso seco y energia germinativa (r: 0,43,
p<0.10) (Tabla 6).

FUENTE DE SUMA DE GRADOS DE .
VARIACION CUADRADOS LIBERTAD P
REGRESION 0,000373406 1 3,23 0,0941
RESIDUO 0,00162034 14
0,00199375 15
TOTAL

Tabla 6. Andlisis de la varianza (ANOVA) para el coeficiente de correlacion de entre energia
germinativa y peso seco de plantulas de girasol de las lineas B71 y B59 provenientes de

plantas madres crecidas en condiciones de riego y sequia (p<0.10).

r’: 0,18728
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DISCUSION

La sequia es uno de los factores que en mayor grado limita la productividad de los cultivos
en el mundo (Bohnert et al., 1995; Boyer, 1982). La produccién de girasol se estd
expandiendo a regiones aridas del mundo por lo que se ve afectada, tanto por la escasez de
precipitaciones como asi también por el uso de agua contaminada con sal para riego. La
tolerancia de las plantas a factores de estrés hidrico esta genéticamente determinada, con la
participacion de una amplia gama de procesos, los cuales se combinan tanto espacialmente
como temporalmente (Yokota et al., 2006).

El acido abscisico juega un rol importante en la respuesta adaptativa de las plantas a sequia
(Mahajan and Tuteja, 2005; Zhang et al., 2006). Asimismo, esta involucrado en numerosos
aspectos del crecimiento y desarrollo de las plantas tales como: maduracién y dormicion de
semillas, inhibicién y/o promotor del crecimiento, apertura estomatica (Zeevaart y Creelman,
1988; Finkelstein et al., 2002; Raz et al., 2001; Rohde et al., 2000; Zhang et al., 2006).

La comparacién entre cultivares tolerantes y sensibles a estrés ha mostrado mayores
niveles de ABA en cultivares tolerantes. Sin embargo, se ha observado que el grado de
tolerancia esta en relacién con la tasa de sintesis de ABA bajo condiciones de estrés (Perales
et al., 2005). En este sentido, los niveles de ABA tendieron a ser levemente superiores en
plantulas de la lineas B59 (sensible) y B71 (tolerante) provenientes de semillas obtenidas de
plantas madres crecidas en estrés hidrico, lo cual confirmaria la implicancia de ABA en la
respuesta a sequia. En concordancia con esto, semillas de la linea B71 y B59 provenientes de
plantas crecidas bajo condicion de sequia también mostraron mayores niveles endégenos de
ABA que aquellas provenientes de riego (Andrade et al., 2009). De hecho, trabajos que
comparan cultivares sensibles y tolerantes de diferentes especies mostraron que la tolerancia
a estrés de una determinada linea bajo condiciones no estresantes, esta relacionada no sélo
con el contenido de ABA sino mas bien con diferencias en su tasa de sintesis y catabolismo
bajo condiciones de estrés (Zheng y Li, 2000; Chen et al., 2002; Perales et al., 2005).

La funcion del ABA en el crecimiento de las plantas es complejo y dual, como inhibidor o
promotor del crecimiento, en presencia o ausencia de estrés, respectivamente (Cheng et al.,
2002; Finkelstein et al., 2002; Zhang et al., 2006). En este sentido, en este trabajo, los
parametros de crecimiento evaluados en plantulas de girasol no se correlacionan con los
niveles enddgenos de ABA; por lo que se podria sugerir que su accién sobre el crecimiento y
desarrollo estaria en relacion con las condiciones del medio ambiente en que las plantulas
crezcan, como asi también el estadio del desarrollo y el 6rgano analizado. De hecho, cambios
en el contenido endégeno de ABA vy las respuestas inducidas por el mismo han sido

observadas en diferentes especies, estados del desarrollo 0 més aun en diferentes érganos y
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tejidos de la misma especie (Finkelstein y Somerville, 1990; Finkelstein, 1994; Wang et al.,
2002; Hartung et al., 2002).

Por otro lado, el hecho de que plantulas provenientes de semillas obtenidas de plantas
madres crecidas en condiciones de sequia presentaron mayores niveles endégenos de ABA,
estaria indicando que las condiciones ambientales en que la planta madre crecid tiene
influencia en las caracteristicas de la progenie, como ha sido previamente reportado por
Benech Arnold et al. (1991) y Amzallag et al. (1998). Estudios previos, han mostrado que
semillas de girasol provenientes de plantas madres crecidas bajo condiciones de sequia
acumulan mayores niveles de ABA y jasmonatos que semillas provenientes de plantas
crecidas en riego (Vigliocco et al., 2007; Andrade et al., 2009).

En el mismo sentido, el estrés hidrico impuesto a la planta madre modific el poder
germinativo de semillas de la linea B59; Benech Arnold et al. (1991) observaron en sorgo
gue la sequia sufrida por la planta durante la formacién del grano modificé las propiedades
germinativas de la progenie. Ademas, semillas de girasol de lineas endocriadas producidas
en temperaturas frescas, germinaron mas rapidamente que los de las mismas lineas
producidas en condiciones méas célidas (Aguirrezabal et al., 2001).

El anélisis de los parametros de germinacion y crecimiento determinaron que el poder
germinativo de las semillas de girasol es un indicador temprano que permite discriminar las
lineas B59 y B71. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Bigo (2006) quién al
caracterizar diferentes germoplasmas de girasol en condiciones de estrés hidrico observé que
el recuento final de germinacion en forma relativa al control permitié discriminar
germoplasmas tolerantes a sequia en el estadio de plantula. En concordancia con este trabajo,
las plantas de la linea B71 (tolerante) obtenidas a partir de semillas de plantas crecidas en
sequia, presentaron un mayor porcentaje final de germinacion que las plantas de la linea B59
(sensible). Las diferencias observadas en el poder germinativo entre las lineas sensible y
tolerante indicarian diferencias en el establecimiento de la plantas de girasol y por lo tanto en
su rendimiento (Bigo 2006). Asimismo, semillas de la linea B71, presentan una tendencia a
ser mayores en energia germinativa lo que se correlacionaria con una mayor tasa de
crecimiento de las plantulas expresada como peso seco e indicaria que la velocidad de
germinacion permite un mejor establecimiento del cultivo y por consiguiente mejor

desarrollo de las plantulas. Lo mencionado se reflejaria en mayor produccién de biomasa.
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CONCLUSIONES

En el cultivo de girasol, el ABA podria estar implicado en la tolerancia a sequia, ya
que sus niveles endogenos tendieron a ser levemente mayores en plantulas de la

lineas B71y B59 provenientes de plantas madres crecidas en condiciones de sequia.

Las condiciones ambientales en que crecid la planta madre, modifican los niveles
enddgenos de ABA en plantulas y el poder germinativo de las semillas de la

progenie.

El analisis de los parametros de germinacién (energia y poder germinativo) y
crecimiento (peso freso y seco) determinaron que el poder germinativo de las
semillas de girasol es un indicador temprano que permite discriminar las lineas B71

(tolerante a estrés hidrico) y B59 (sensible a estrés hidrico).
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