UNIVERSIDAD NACIONAL DE RiO CUARTO

FACULTAD DE AGRONOMIA Y VETERINARIA
“Trabajo Final presentado para optar al Grado de Ingeniero
Agréonomo”

DETERMINACION DE LA VARIABILIDAD EN
RESPUESTA A SEQUIA, EN GERMOPLASMA DE GIRASOL
(Helianthus annus L.)

ROMAN CAMILO GALLO
DNI:31580326

Director: DR. ING.AGR. SERGIO ALEMANO
Co-director: MIC. CRISTIAN FERNANDEZ

Rio Cuarto — Cordoba
Agosto/2010



UNIVERSIDAD NACIONAL DE RiO CUARTO
FACULTAD DE AGRONOMIA Y VETERINARIA

CERTIFICADO DE APROBACION

Determinacion De La Variabilidad En Respuesta A Sequia, En
Germoplasma De Girasol (Helianthus annus L.)

Autor: Roman Camilo Gallo
DNI: 31580326

Director: Dr. Ing. Agr. Sergio Alemano

Co-Director: Mic Cristian Fernandez

Aprobado y corregido de acuerdo a las sugerencias del Jurado Evaluador:

Fecha de Presentacion: / /

Aprobado por la Secretaria Académica: / /

Secretario Académico



AGRADECIMIENTOS

A mi co-director Cristian Fernandez, por su permanente disponibilidad y ayuda en las tareas de
laboratorio y redaccion del trabajo final.

A Sergio Alemano por haberme dado la posibilidad de trabajar el tema elegido en la Catedra de
Fisiologia Vegetal;

A mis profesores, que guiaron mi acceso a nuevos conocimientos;

A mis amigos, con quienes comparto el camino de la vida y la formacion;

A mi familia, fuente y sostén de todos mis aprendizajes.



INDICE

RESUMEN . ... oo e e e
SUMM A RY e e,
INTRODUCCION. ..o
- Origen e importancia del cultivo de Girasol.............ccooiiiiiiiiiiiiii e,
- DescripCion del CUIIVO. ..o e
- Las Fenofases del Girasol..........o.ooouiiiniiiii i e e e e,
e = 0101011 £ O
- ODJEtIVOS QBNEIAIES. . ... e
= ObJetIVOS ESPECTIICOS. ..t ettt ettt ettt ettt et e et
MATERIALES Y METODOS.....ci oottt e
SMaterial VeQETal. ...
- Condiciones de crecimiento de 1aS liNeaS...........ovvviriiiiii s
- Evaluacion del recuento final de germinacion (RFG).............coooiiiiiiii i,

- EVAIUACION 0B PESO SBCO. ... v ettt ettt e e e e e
BN 1§ Tl Ta 18 1o oL PP
- Determinaciones de hormonas vegetales...........oevviiiiiiiiii i

- Método de extraccion y purificacion de (Durgbanshi et al., 2005)..............ccccoeiiinnann..

- Identificacion y cuantificacion de hormonas vegetales.............cooeeveiiiiiiiiiiiiiii i
- ANALISIS @StAAISTICO. .. ettt
RESULTADOS Y DISCUSION. ......oiiiiiiiiiiiiiiiiie et
- Evaluacion del recuento final de germinacion..................cocoooiiiiiii i
- Evaluacion de PeSO SECO. ... uiutintitiitt ittt ettt et et et et et et et
- Determinaciones de hormonas vegetales en familias Fz..................coo i,
CONCLUSIONES. ... e e e e
BIBLIOGRAFTA ...,



INDICE DE FIGURAS

- Figura 1. Superficie implantada de girasol 1969-2008..........cccceeeiviiiiriiiiiiiiiiaeeene
- Figura 2 Produccion de girasol en Argentina 1969-2008..............ccoviiiiiineneiininnnnn,
- Figura 3 Produccion nacional de aceite de girasol 1999-2009..............ccocvviininininnnnn.

- Figura 4 Distribucion del cultivo de girasol en Argentina ..............c..covvvevenininininnnnnnn.

- Figura N° 5 Biosintesis de ABA y metabolitos. .........ooovuiiitiiiiiiiii i
- Figura 6 Via de sintesis y localizacion de JAS.........coooviiiiiiiiiiiii i,

- Figura 7 Via de sintesis y localizacion de SA...........cooiriiiiii e

- Figura 8 Fenofases del Girasol...........c.oviuiiiiniiiiniiit i

- Figura 9 Familias F3 agrupadas por intervalos de porcentaje de germinacion en relacion al
testigo (PGRT) vs. Numero de progenies F3 en cada categoria..............cocevvvveveneninnn.

- Figura 10 Familias F3 agrupadas por intervalos de porcentaje de germinacion en relacion al
testigo (PGRT) vs. Numero de progenies F3 en cada categoria. N°33...........................

- Figura 11 Determinacion de PGRT (%) en familias F3 tolerantes y sensibles sometidas a
ESIIES MIAIICO. Lo ettt e

- Figura 12 Progenie F3 agrupadas por intervalos de peso seco relativos al control (PSRT) vs.
Numero de progenies en cada intervalo...........oooviiiiiiiiiii e

- Figura 13 Determinaciéon de PSRT (%) en familias F3 tolerantes y sensibles sometidas a
ESTIES NIATICO. .. ot e e

- Figura 14 Niveles enddgenos de SA. (pmol. gr.-1 PS) en familias F3 tolerantes, controles y
tratadas con MaNItol. . ... ..ot e

- Figura 15 Niveles endogenos de SA. (pmol. gr.-1 PS) en familias F3 sensibles, controles y
tratadas COn MANItOL. ... . ... oo e

- Figura 16 Niveles endogenos de ABA. (pmol. gr.-1 PS) en familias F3 tolerantes, controles
y tratadas con Manitol.............oi it e,

- Figura 17 Niveles enddgenos de ABA. (pmol. gr.-1 PS) en familias F3 sensibles, controles y
tratadas con ManItol...........ooiiiiiii i

- Figura 18 Niveles enddgenos de JA. (pmol. gr.-1 PS) en familias F3 tolerantes, controles y
tratadas Con MANTLOL. . ... ....uiei it

- Figura 19 Niveles enddgenos de JA. (pmol. gr.-1 PS) en familias F3 sensibles, controles y

tratadas COM MANITOL. ... ..ottt e e

28

29

30

31

32

32

33

34

35

35

VI



INDICE DE CUADROS

- Cuadro 1 ANOVA individual de progenies F3 (R432 x A 59) de girasol para la variable
porcentaje de germinacion (Manitol 400 Mm) en relacién al testigo no sometido a estrés
08TV Lo o T 26 20 T
- Cuadro 2 ANOVA individual de progenies F3 (R432 x A59) de girasol para la variable peso
seco en plantulas sometidas a estrés hidrico en relacién al testigo no sometido a estrés hidrico
(PSR )ttt ettt e

Péag.

27

30



RESUMEN

La respuesta de las plantas a estrés abidtico incluye cambios morfoldgicos y metabdlicos que se
rigen por la expresion de grupos de genes involucrados en la tolerancia a tal estrés, la cual se
encuentra intermediada por modificaciones en los niveles hormonales, principalmente de acido
abscisico (ABA), &cido jasmonico (JA) y acido salicilico (SA). Plantulas de familias F3, provenientes
del cruzamiento de lineas endocriadas tolerante (R432) y sensible (A59), fueron sometidas a estrés
hidrico con 400 mM de manitol hasta los 11 dias de edad y evaluadas para el caréacter: poder
germinativo (PG); peso seco (PS) y niveles hormonales. Se determind el PG relativo al testigo
(PGRT), PS relativo al testigo (PSRT) y ABA, JA y SA (por cromatografia liquida y doble
espectrometria de masas), en las familias Fz: 174; 199; 314; 310; 224; 290 y 148; 333; 336; 95; 300,
tolerantes y sensibles a sequia respectivamente. Los datos de PGRT de las familias F3 mostraron una
segregacion tipica de una herencia cuantitativa del caréacter tolerancia al estrés hidrico en el estadio
fenoldgico de plantula. Los datos de PSRT de familias Fs;, muestran una distribucion normal con
desplazamiento hacia la derecha, que podria deberse al bajo nimero de familias F; analizadas hasta el
momento para este caracter. Las concentraciones de ABA y SA en lineas tolerantes, presentaron en la
mayoria de las mismas una tendencia a incrementarse bajo estrés hidrico, mientras que las lineas
sensibles muestran un comportamiento contrastante, en JA se observo un comportamiento erratico. Por
todo ello, se concluye que los datos de PGRT validarian la metodologia para detectar segregacién en
este caracter en condiciones de estrés hidrico para una poblacién de familias F;, mientras que la
respuesta hormonal indicaria que el comportamiento de las lineas contrastantes a sequia podria estar

mediada por hormonas como ABA y SA.

Palabras clave: Germinacion, Girasol, Fithormonas, Estrés hidrico.
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SUMMARY

The response of plants to abiotic stress includes morphological and metabolic changes that are
governed by the expression of groups of genes involved in tolerance to that stress, which is mediated
by changes in hormone levels, specifically those related to acid stress abscisic (ABA), jasmonic (JA)
and salicylic acid (SA). Based on that, F3 families seedlings, from the crossing of inbred lines tolerant
(R432) and sensitive (A59) were subjected to water stress using a solution of 400 mM mannitol until
11 days old and evaluated the F; families segregation for the character of: Percentage of germination
(PG), dry weight and hormone levels. PG was determined related to the control (PGRT), dry weight
related to the control (PSRT) and the phytohormones ABA, JA and SA (Liquid chromatography mass
spectrometry and double) in F3 families: 174, 199, 314, 310, 224, 290 and 148, 333, 336, 95, 300,
tolerant and sensitive to drought, respectively. PGRT data from F3 families showed a typical
segregation of quantitative inheritance of tolerance to water stress status in the phenological stages of
seedling. The concentrations of ABA and SA in tolerant lines, present in most of them a tendency to
increase under water stress, while the sensitive lines show a contrasting behavior, in JA an erratic
behavior was observed. Therefore, we conclude that PGRT data would validate the methodology to
detect segregation in this character in water stress conditions for a population of F; families, while the
hormonal response would indicate that the behavior of contrasting lines to drought could be mediated
by hormones such as ABA and SA.

Key Words: Germination, Sunflower, Fithormons, Water stress.
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INTRODUCCION

Origen e importancia del Girasol

La palabra "girasol" viene del griego helios, que significa "sol", y de anthos, que significa
"flor", moviéndose las flores hacia el sol. 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 XIX, comenzaron en Rusia las experiencias para obtener
madurez en menor tiempo y mas aceite en las semillas. 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 (Andreani, 2004).

En la Gltima década del siglo pasado, debido a los altos precios internacionales, el
crecimiento del complejo oleaginoso global encontr6 en el girasol argentino su mejor ejemplo.
En la campafia 1994/95, se sembraron poco mas de 3.000.000 de hectareas (Has.) (Fig. N° 1),
nivel que se sostuvo y aln trepd casi un 20% para la campafia 1997/98, antes del inédito registro
de 4.200.000 de Has. del ciclo siguiente, que permitié obtener una produccion superior a
7.000.000 de toneladas (Tn.) (Fig. N° 2). Argentina se convirtié asi, en el primer exportador
mundial de aceite de girasol, desarrollando una de las mas competitivas industrias procesadoras
de aceite (Andreani, 2004).
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Figura 1. Superficie implantada de girasol 1969-2008 Fuente: (MAGYP, 2010)



En el mercado mundial de aceites, el de girasol es el cuarto en orden de importancia.
Argentina se encuentra entre uno de los primeros exportadores mundiales de aceite y harina de
girasol. En la campafia 2007/2008, nuestro pais vendio 1,45 millones de toneladas (41,4% del
total) de aceite (Fig. N° 3) y junto a Ucrania (33,4% del total) y la Federacion Rusa (12% del
total) suman el 87% de la oferta. Algo similar ha ocurrido en las ventas de harina de girasol,
donde nuestro pais con 1,33 millones de Tn., ha aportado el 37,7% del mercado mundial,
Ucrania el 33,5% y la Federacion Rusa el 18% (ASAGIR, 2008). En la campafia 2008/2009
Argentina tuvo una superficie sembrada de 1.967.420 Has. (Fig. N° 1) de las cuales se
cosecharon 1.820.030 de Has., con una produccion total de 2.483.437 Tn., lo que equivale a un
rendimiento de 1.365 Kg por Ha. La Gltima campafia de girasol 2009/2010 dejo como balance
una superficie implantada de 1.550.000 Has., con una produccion final, que se estima rondaria
una cifra cercana a las 2.250.000 Tn. (Fig. N° 1y 2) (MINAGRI, 2010).
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Figura 2. Produccion de girasol en Argentina 1969-2008 Fuente: (MINAGRI, 2010).

La reduccidn en la superficie de implantacion de girasol se asociaria con su reemplazo
por la soja en zonas tradicionales y de altos potenciales de rinde (Fig. N° 1), como el
desplazamiento de dicho cultivo a areas de marginales (Andreani, 2004) exponiéndolo a suelos
mas pobres y a etapas de estrés hidrico durante el ciclo del cultivo, la cual implica una

disminucién en la produccién de esta oleaginosa (Fig. N° 2).
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Figura 3. Produccién nacional de aceite de girasol 1999-2009 Fuente: (MINAGRI, 2010).

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 daran lugar
a los granos), haciendo que pueda adaptarse a un vasto 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.

En Argentina, el érea de cultivo de girasol se extiende desde el norte del Chaco hasta el
sur de La Pampa (Fig. N° 4). 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 duracion del mismo, asi
como de la especie y del estado de desarrollo de la misma (Chaves et al., 2003).

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 (LOpez Pereira 'y Trapani, 2004).
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Figura 4. Distribucién del cultivo de girasol en Argentina. Fuente: (MINAGRI, 2010)

El estrés hidrico en girasol produce disminucién en el crecimiento temprano del cultivo,
afectando longitud de la raiz, longitud del tallo, parte area total de la hoja, peso fresco, peso
seco, contenidos de clorofila total y carotenos (Manivannan et al., 2007). Por esta razén, 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 (Dvorak y Ross, 1986; Fick y Miller, 1997). Produccién y
tolerancia a sequia son procesos controlados por locus genéticos diferentes, por lo tanto
incrementar la tolerancia a este tipo de estrés involucra identificar y transferir caracteristicas
fisioldgicas responsables de la tolerancia con el fin de producir cultivares con alto rendimiento y
agrondmicamente aceptables. De alli surge la necesidad de dilucidar los mecanismos fisioldgicos
que operan como sistemas de ajuste a condiciones de estrés.

Entre los mecanismos involucrados en las respuestas de las plantas al ambiente (altas o
bajas temperaturas, salinidad y sequia), se encuentran las modificaciones en los niveles de

hormonas vegetales como acido abscisico (ABA), acido jasmonico (JA), acido salicilico (SA) y
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etileno. La participacion de los jasmonatos en respuesta a estrés biotico y abiotico fue ya citada
en numerosos trabajos cientificos previos (Penninckx et al., 1996; Kramell et al., 2000;
Wasternack y Hause, 2002; Wasternack, 2005).

El ABA es un compuesto muy ubicuo en la naturaleza, se encuentra en plantas superiores,
algunos musgos, algas verdes, cianobacterias y varios hongos fitopatdgenos. Numerosos
procesos celulares y diversas etapas del desarrollo de la planta estan regulados por ABA, tales
como la maduracion de la semilla (Seo y Koshiba, 2002; Xiong y Zhu, 2003), inhibicion de la
fase de transicién embrionaria a crecimiento germinativo, y de crecimiento vegetativo a
crecimiento reproductivo (Leung y Giraudat, 1998; Rock, 2000; Rohde et al., 2000). Ademas el
ABA es responsable de la prevencion de la germinacién durante las etapa de desarrollo (Berry y
Bewley, 1992). EI ABA no inhibe la imbibicién inicial (dos primeras fases del proceso
germinativo) necesaria para el comienzo del crecimiento embrionario, sino que impide la
transicion hacia la fase de crecimiento de la plantula (L6pez-Molina et al., 2001).

Por otra parte, el ABA desempefia un rol primordial en la adaptacion de las plantas a
condiciones adversas tales como salinidad, sequia, bajas temperaturas y estrés osmético (Zhu,
2002; Xiong y Zhu, 2003). Se ha visto que adicionalmente a su bien conocida funcion en el
cierre estomatico, la tolerancia de los tejidos a situaciones estresantes se ve incrementada
significativamente con elevadas concentraciones de esta hormona (Hartung y Jeschke, 1999).

El ABA (CisH50,) es un sesquiterpeno que se sintetiza en cloroplastos y otros plastidos
mediante escision oxidativa de los epoxi-carotenoides, neoxantina y violaxantina. Su forma
natural es (+)-(S)-ABA, y su fotoisomerizacién produce desdoblamiento, en una proporcion
aproximadamente del 50%, en los isémeros cis y trans, siendo el primero el biolégicamente
activo (Zacarias y Lafuente, 2000).

En plantas superiores, el ABA es sintetizado a través del clivaje oxidativo del precursor
carotenoides 40 C. El primer paso de la epoxidacion de zeaxantina a anterazantina y de
anterzantina a violazantina ocurre en plastidos y es catalizado por zeazantina epoxidasa (ZEP).
Luego de una serie de modificaciones estructurales, violaxantina es convertida al 9-cis-
epoxicarotenoide 9-cis-neoxantina por la enzima neoxantina sintasa (NSY) y luego a través de la
enzima s 9-cis-epoxycarotenoide dioxigenasa (NCED) se produce xantoxina, intermediario de
15 C. Luego, este compuesto es exportado al citosol, donde es convertido en ABA a través de
dos pasos enzimaticos via ABA-aldehido, catalizado por ABA aldehido oxidasa (AAO) (Taylor
et al., 2000; Finkelstein y Rock, 2002; Seo y Koshiba, 2002; Xiong y Zhu, 2003; Schwartz y
Zeevaart, 2004) (Fig. N° 5).
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Figura 5. Biosintesis de ABA y metabolitos. Adaptado de (RIKEN Plant Science Center
Dormancy and Adaptation Research Unit)

El ABA puede ser metabolizado por hidroxilacion, conjugacion y reduccién (Cutler y
Krochko, 1999). La principal via de oxidacion es a través de la hidroxilacién del atomo de
carbono 8 del ABA, generando 8-hidroxi-ABA, mediado por la citrocromo P450 monooxigenasa
(Krochko et al., 1998).

El producto de la oxidacion (8-hidroxi-ABA), existe en equilibrio con el &cido faseico PA
(Balsevich et al., 1994; Zou et al., 1995). El PA puede ser conjugado o luego reducido a acido
dihidrofaseico DPA. ElI mismo también puede ser metabolizado a conjugados de DPA.
(Zeevaart, 1999). Una segunda via, de menor importancia, de oxidacion a través de la
hidroxilacién del atomo de carbono 7 de ABA, generando 7-hidroxi-ABA (Lehmann et al.,
1983; Lehmann y Schwenen, 1988). En células de bromegrass cultivadas, el producto de la via
minoritaria (7-hidroxi-ABA) no se acumula ya que es luego metabolizado a productos
desconocidos.

Aunque hay reportes que el PA y el DPA son hormonalmente inactivos (Cutler y
Krochko, 1999), los metabolitos 8-hidroxi-ABA y 7-hidroxi-ABA han exhibido una actividad
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hormonal significativa, en los pocos estudios en los cuales estos compuestos labiles han sido
comparados con ABA. En dichos estudios se sugiere la posibilidad que catabolitos especificos
de ABA pueden mediar algunos o todos los efectos hormonales del ABA.

Existe evidencia de una nueva via catabolica en Brassica napus en la cual se desarrolla la
actividad biolégica de dos metabolitos de ABA novedosos, 9-hidroxi-ABA y su producto
ciclico, que se denomina &cido neofaseico (neoPA) (Zhou et al., 2004).

El contenido de ABA en los tejidos vegetales es el resultado de la combinacion del
transporte, biosintesis y metabolismo (Zaharia et al., 2004) y estos procesos estan influenciados
por el desarrollo y factores ambientales tales como la luz y el estrés hidrico, asi como otros
factores reguladores (Cutler y Krochko, 1999).

El transporte del ABA a los brotes y el incremento de su concentracién en los diversos
organos iniciaria el principal cambio que ocurre como respuesta a la sequia. (Zeevaart y
Creelman, 1988). Esta afirmacidén es ampliamente aceptada pero existirian ademas sefiales
adicionales que estarian involucradas en el proceso (Munns y King, 1988; Trejo y Davies, 1991;
Munns et al., 1993; Griffiths y Bray, 1996).

Frente a condiciones de estrés hidrico y estrés osmético se ha visto un incremento en los
niveles enddgenos de ABA, siendo este aumento esencial como factor desencadenante de la
respuesta de la planta (Skriver y Mundy, 1990, Chandler y Robertson, 1994, Bray, 1997, Leung
y Giraudat, 1998, Zhu, 2002). Entre algunos de los mecanismos protectores dependientes de
ABA se encuentran: reduccion del area foliar, proteccion del aparato fotosintético, modificacién
en la relacién de crecimiento raiz/tallo, control de la sintesis de etileno y ajuste osmoético
mediante la regulacién de canales idnicos (principalmente en la raiz), asi como en la sintesis de
solutos compatibles, tales como prolina y azcares (Alves y Setter, 2004).

Como se menciond anteriormente, los jasmonatos (JAs) desarrollan importantes
funciones en las plantas (Creelman y Mullet, 1997; Blée, 2002; Howe, 2004), regulando
aspectos del desarrollo y el crecimiento de plantas incluidas la germinacion de semillas,
maduracion de los frutos, la produccién viable de polen, crecimiento y desarrollo de la raiz,
abscision y senescencia de las hojas (Creelman y Mullet, 1997; Conconi, et al., 1996; Rao et al.,
2000). A traves de numerosas investigaciones, diversos autores proponen que JA y sus derivados
estan implicados en la respuesta a estrés bidtico y abiotico (Penninckx et al., 1998; Kramell et
al., 2000; Wasternack y Hause, 2002). Un incremento en el contenido endégeno de ABA y JA
fue causado por estrés hidrico aplicado a plantulas de maiz (Xin et al., 1997).

El camino de biosintesis de los JAs comienza a partir de acido graso poliinsaturado a-

acido linoleico (a-LA). Este acido graso puede ser sustrato de una 9-lipooxigenasa (9-LOX) o de
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una 13-lipooxigenasa (13-LOX), enzimas que insertan un oxigeno en la posicion 9 o 13 del o-
acido linoleico, generando 9-hidroperoxido de &cido linolénico (9-HPOT) o 13-hidroperoxido de
acido linolenico (13-HPOT), dependiendo de la enzima que actle. Solo la via del 13-HPOT
genera JA (Fig. N° 6).
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Figura 6. Via de sintesis y localizacion de JAs

Estos HPOT resultantes son convertidos por una 6xido de aleno sintasa (AOS), en un
Oxido de aleno inestable que es ciclado por una 6xido de aleno ciclasa (AOC) para formar el
acido 12-oxo-fitodienoico (OPDA). Este compuesto por accion de una OPDA reductasa (OPR3)
y tres ciclos subsecuentes de B-oxidacion produce el acido (+)-7iso-jasmonico. Esta sustancia
fisiologicamente activa es convertida rapidamente en su estereoisomero estable, el (-) JA, que
luego es metabolizado dando origen a diferentes jasmonatos (Feussner y Wasternack, 2002;
Wasternack y Hause, 2002).

La biosintesis de los JAs ocurre en tres compartimentos celulares: en cloroplastos u otros
plastidios (Abdala et al., 2003), donde LA es convertido a OPDA, en citoplasma OPDA es
reducido por una OPR reductasa y en peroxisoma donde ocurren los tres pasos de -oxidacion.
Luego en el citoplasma JA puede ser modificado por hidroxilacién o conjugacion (Schaller et

al., 2005). Lehmann et al. (1995) y Kramell et al. (2000) informaron que el contenido endégeno
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de JAs se incremento rapidamente en hojas de cebada sometidas a estrés osmético producido por
adiccion de sorbitol o manitol. En tomate, el cv. pera tolerante a sal, mostr6 mayores niveles
endogenos de JA y OPDA que el cv. sensible Hellfrucht Frihstamm (HF); ademés, ambos
cultivares respondieron a estrés salino modificando sus niveles de JA. La acumulacién de una
proteina lipoxigenasa (LOX), enzima primordial en la sintesis de JAs, fue més pronunciada en
las plantas del cv. HF sometidas a estrés.

El 4cido salicilico (SA) es conocido por su participacion en la defensa de las plantas
contra ataques de patdgenos. La aplicacion exdgena de SA y el ingreso de microorganismos
extrafios al tejido vegetal aumentan los niveles endégenos de SA, generando un incremento en la
resistencia a un amplio rango de agentes patégenos (Ryals et al., 1996).

No solo se ha demostrado su activa participacién en estrés biético, sino también se ha
comprobado gue en tejidos vegetales es capaz de inducir la tolerancia a distintos tipos de estrés
abidtico, por ej. estrés hidrico (Bhupinder y Usha, 2003), salino (Rajjou et al., 2006) y por
irradiacién con UV (Cristea y Drochioue, 1987; Rasquin, 1992).

La sintesis de SA en las plantas se realiza a partir del acido cindmico por dos posibles
vias. Una de ellas implica la descarboxilacion de la cadena lateral de &cido cindmico a &cido
benzoico seguido por una hidroxilacion, obteniéndose como producto final SA (Lee et al.,
1995). Alternativamente el acido cinamico puede ser hidroxilado a &cido cumarico y luego
decarboxilado a SA (Fig N° 7).

De esta manera se sugirié que la sintesis de SA en plantulas de tomate infectadas con
Agrobacterium tumafaciens se realiza mediante la via del acido cumaérico, mientras que en

plantulas no infectadas se realiza por medio de la via del acido benzoico (Lee et al., 1995).
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Figura 7. Via de sintesis y localizacion de Acido Salicilico SA.

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 los cultivares que se siembran actualmente en Argentina en la etapa de
floracion puede medir de 1 a 3 my 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.

18



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 fototropicas, 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, comdnmente 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).

Las Fenofases del Girasol

El desarrollo del cultivo es la sucesién progresiva de cambios fisiolégicos y morfologicos
que van dando lugar a distintos estados de las plantas. Se identifican asi las fases del desarrollo y
los estados fenoldgicos que sirven de hitos que separan los mismos. El desarrollo se encuentra
bajo control genético y es modulado en mayor o menor medida por los factores del ambiente.
Para la descripcion del desarrollo existen escalas que toman en cuenta los cambios morfol6gicos
asociados a los estados fenoldgicos. La identificacion de los estados puede hacerse utilizando
escalas que se basan en cambios visibles, por ejemplo, la floracién, o en aquellos que ocurren en
nivel microscopico (Fig. N° 8). Se considera que el cultivo ha alcanzado un determinado estado
fenoldgico cuando una proporcion (en general un 50%) de la poblacion de las plantas ha
alcanzado dicho estado (Trapani et al., 2003).

Los principales factores ambientales que controlan la duracion de las fases son la
temperatura y el fotoperiodo; la importancia relativa de cada uno de ellos varia segun la fase que
se considere, el ambiente en el que crece el cultivo y el genotipo (Trapani et al., 2003).

A continuacién se describiran las cuatro fases de desarrollo:
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Figura 8. Fenofases del Girasol.

I Siembra-Emergencia: Durante esta fase tienen lugar los procesos de imbibicion
de la semilla, emergencia de la radicula, crecimiento de la plantula y su emergencia,
abriéndose el gancho plumular sobre la superficie del suelo. Se cumple asi la fase de
establecimiento del cultivo (Trapani et al., 2003). La temperatura es el factor mas importante
en el control de la germinacion de semillas no dormidas en suelos no compactados y con
adecuada provision hidrica. La temperatura Optima para la germinacién es cercana a los
26°C, con temperaturas maximas de 40°C y minimas en el rango de 3-6°C (Trapani et al.,
2003).

El agua afecta la emergencia a través de multiples vias. Directamente, actda sobre la
imbibicion de la semilla y sobre el crecimiento posterior de la plantula. Indirectamente,
actta condicionando la temperatura y la presion parcial de oxigeno en la fase gaseosa del
suelo. Con el aumento de la humedad, la amplitud térmica del suelo es menor y el oxigeno
difunde mas lentamente. El potencial agua del sustrato puede tener efectos importantes sobre
la tasa de germinacién, encontrandose grandes diferencias entre cultivares de girasol
(Trépani et al., 2003).

. Emergencia- Iniciacion Floral: esta fase comienza con la emergencia de la
plantula y finaliza en el momento en que el &pice del vastago, productor de primordios

foliares, cambia su forma y pasa a diferenciar la inflorescencia y sus flores. Durante la fase
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emergencia-iniciacion floral se define la capacidad potencial del cultivo en producir area
foliar, pues queda fijado el nimero de hojas por planta. En paralelo, comienza el proceso de
establecimiento del canopeo del cultivo, asociado a la expansion de hojas emergidas
(Tré&pani et al., 2003).

La duracion de la fase emergencia-iniciacion floral depende principalmente del
cultivar, de la temperatura, del fotoperiodo y, en menor medida de la radiacion y otros
factores como nitrégeno y fésforo. La duracidn de este periodo serd generalmente menor con
temperatura y radiacion alta y dias largos (Trapani et al., 2003).

Il Iniciacién floral — Primera antesis: la fase comienza con la aparicién 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 esta fase se diferencian los primordios florales y
las flores crecen y maduran. Al mismo tiempo contindan el desarrollo de los primordios
foliares ya iniciados y no emergidos, y la emergencia y despliegue de hojas (Trapani et al.,
2003).

Durante la iniciacion floral el apice en desarrollo de la planta de girasol presenta un
meristema o &rea generativa central. Se trata de una zona de activa division celular cuyo
perimetro posee un anillo que puede asemejarse a una “ola estatica” en la cual células
indiferenciadas son moldeadas a primordios florales. La relacion entre la tasa de
diferenciacion de primordios y la tasa de formacion del area generativa determina la
magnitud de esa superficie. La relacién entre el area generativa y el area total del apice en
desarrollo disminuye a lo largo del tiempo. El area generativa desaparece finalmente,
reduciéndose hacia el centro de la inflorescencia en desarrollo, quedando establecido asi el
numero potencial de flores de la inflorescencia (Trapani et al., 2003).

La marcha del desarrollo de las flores individuales en los distintos sectores de la
inflorescencia (periferia, medios y centro) es centripeta y muestra desfasajes que se
mantienen durante todo el periodo. Las flores de la periferia son las que se encuentran
siempre en un estado de desarrollo més avanzado (Trapani et al., 2003).

La duracion de la fase iniciacion floral-primera antesis depende principalmente del
cultivar, la temperatura y el fotoperiodo (Trapani et al., 2003).

(\VA Primera antesis — Madurez fisiol6gica: Esta fase comienza con la antesis de las
flores periféricas del capitulo y finaliza con la madurez fisiol6gica. La madurez comercial se
determina segun el contenido hidrico del fruto requerido para la cosecha mecanica. La
duracidn de la fase antesis — madurez fisiolégica depende principalmente del cultivar y de la

temperatura (Trapani et al., 2003).
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Hipotesis

Las poblaciones de las familias F; derivadas del cruzamiento de las lineas endocriadas
parentales R432 y B59, tolerante y sensibles respectivamente a estrés hidrico, expuestas a
condiciones de estrés hidrico en los primeros estadios del crecimiento de plantas de girasol,
mostraran variabilidad fenotipica en parametros fisiol6gicos como poder germinativo (PG), peso
seco (PS) y en los perfiles de hormonas de respuesta a estrés hidrico de (ABA, SAy JA).

La evaluacidon de la variabilidad genotipica mediante marcadores moleculares neutros y
funcionales de las familias F, de dicha poblacién, que se realizan en el marco del Programa de
Ares Estratégicas en Girasol “de la ANPCyT”, permitira a futuro establecer asociaciones con las
variables fenotipicas, determinadas en las familias F; expuestas a estrés hidrico y con ello

identificar las regiones gendmicas que la explican.

Objetivo general

Evaluar la respuesta a estrés hidrico de diferentes germoplasmas segregantes de
Helianthus annus L. provenientes de la cruza de dos lineas endocriadas (R432 y B59) con
diferente tolerancia a sequia, durante las etapas de germinacion y crecimiento temprano.

Teniendo en cuenta que la germinacion y el crecimiento de las plantulas son estadios
criticos de ciclo de vida en la mayoria de las especies cultivadas, y que ello conlleva problemas
en el establecimiento del cultivo, es que se propone dilucidar la accion de las hormonas de
respuesta a estrés y su posible (Cross-talk) en condiciones de estrés hidrico en plantulas de
familias F; provenientes del cruzamiento de lineas endocriadas de girasol, caracterizadas como
tolerante (R432) y sensible (B59) a este caracter (Andrade et al., 2009).

Objetivos especificos
1. Determinar el poder germinativo y peso seco de plantulas en las familias F3
generadas a partir de la cruza de lineas endocriadas parentales tolerantes y
sensibles a sequia (R432 x B59), sometidas a condiciones limitadas de agua.
2. Determinar y comparar los niveles endogenos de ABA, JA 'y SA en las familias

Fs generadas a partir de la cruza de lineas endocriadas parentales tolerantes y

sensibles a sequia (R432 x B59) con comportamiento contrastante frente a estrés
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hidrico, en la etapa de crecimiento temprano, cuando son sometidos a

condiciones de sequia.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se trabajé con lineas endocriadas de girasol pertenecientes al Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (INTA), las cuales son tolerantes (R432) y sensibles (B59) a sequia.
Tales lineas fueron seleccionadas a partir de ensayos a campo y en laboratorio (Andrade et al.,
2009). A partir de estas lineas endocriadas contrastantes a estrés hidrico y mediante el
cruzamiento de las mismas, se generaron por autofecundaciones las correspondientes F; y F,
segregantes y a partir de estas Ultimas se obtuvieron las familias F; de las cuales se han
evaluado 89 y sus 2 lineas parentales para los pardmetros de poder germinacion relativo al
testigo (PGRT) y 32 para peso seco relativo al testigo (PSRT).

El material vegetal utilizado para las determinaciones hormonales fueron las familias F;
174; 199; 314; 310; 224; 290 y 148; 333; 336; 95; 300, tolerantes y sensibles a sequia

respectivamente segln los parametros evaluados de PGRT.

Condiciones de crecimiento de las lineas

Las semillas pertenecientes a cada familia F; (25 por repeticién) se colocaron en
bandejas plasticas sobre arena fina previamente esterilizada. EI contenido hidrico del sustrato en
el momento de la siembra fue de 60% de la capacidad de campo, realizandose posteriores riegos
a capacidad de campo a los 4, 7 y 10 dias de la siembra, utilizando para tal fin el método de
ascenso capilar de la solucidn al sustrato. El tratamiento de estrés hidrico fue generado con una
solucion de 400 mM de manitol siguiendo iguales condiciones que las explicitadas para el
control mencionado con anterioridad.

Tanto controles como tratamiento fueron colocados en una cdmara de crecimiento
CONVIRON E15 programada con 16 hs. de iluminacion a 28°C y 8 hs. de oscuridad a 20°C. En

estos ensayos se utiliz6 un disefio completamente aleatorizado con 4 repeticiones.

Evaluacion del recuento final de germinacion (RFG)

A partir del cruzamiento de las lineas endocriadas sensibles (A59) y tolerantes (R432) y
mediante dos autofecundaciones, se genero la familia F;. Se evalu6 el PGRT en 89 familias Fs,
lo cual se realiz6 a los 11 dias postsiembra en aquellas plantulas normales cuya longitud de la
parte area y/o radical sea de 0.5 cm. o mayor, descartdndose las que presentaran distintas
anomalias segun lo tipificado en el Manual para la Evaluacion de Plantulas en anlisis de

germinacion, editado por el International Seed Testing Asociation (ISTA, 1979).
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Desde el punto de vista de la tecnologia de semillas, germinacion es definida como el
desarrollo, a partir del embrién de la semilla, de una plantula con las estructuras esenciales que
indican su capacidad para originar una planta normal, cuando se brindan las condiciones
favorables de crecimiento (Peretti, 1994). A los fines de poder comparar entre las diferentes
lineas parentales y sus familias F;, se determind el Poder Germinativo Relativo al testigo
(PGRT) el cual se obtiene a partir de la siguiente formula:

PGRT (%) = PG 400mM (%) / PGT (testigo) (%) x 100
Evaluacion de peso seco
El peso seco (PS) se determind en las plantulas normales en condiciones control y
tratadas con 400 mM de manitol cosechadas en el dia 11 post-siembra y luego procesadas con
nitrégeno liquido vy liofilizado. A partir de tales determinaciones de crecimiento se obtuvo el
peso seco relativo al testigo (PSRT) a través de la siguiente formula:
PSRT (%) = PS 400mM (mgr) / PST Testigo (mgr) x 100

Analisis estadisticos

El andlisis estadistico de los resultados, para los caracteres PGRT y PSRT, se realizo
mediante un Analisis de la Varianza (ANOVA), utilizando a posteriori un Test de comparacion
de medias Tukey (p < 0.05). El software empleado fue el programa estadistico Statistical
Analysis System (SAS) (1999).

Determinaciones de hormonas vegetales

La extraccion y purificacion del acido jasmonico (JA), acido salicilico (SA) y éacido
abscisico (ABA), se realizd0 mediante la técnica modificada de Durgbanshi et al. (2005) en
plantulas normales previamente desecadas de 11 dias de edad.
Método de extraccién y purificacion adaptada de Durgbanshi et al. (2005)

Para la extraccion se utiliz6 200 mgr. de peso seco de tejido vegetal, al cual se le afiadio
nitrégeno liquido en un mortero y se realizd la extraccion con 5 ml. agua deionizada y se

transfirié la mezcla obtenida a un tubo falcén, donde se agregaron 50 ng. de los siguientes
estandares internos deuterados (*Hs) ABA, (*Hs) JA, (*He) Y SA, (°H,). Posteriormente se
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realizé la homogeinizacion en un Ultraturrax durante 40 seg. y se centrifugo 15 min. a 5000
rpm. Se colectd el sobrenadante en tubos falcon ajustandose el pH a 2.8 con una solucion de
acido acético (AcH) al 15%. La particion se realiz6 mediante el agregado de 5 ml. de Diethyl
Ether (Ether etilico) vortereando por 30 segundos. Se descarto la fase acuosa y se tomo la fase
organica, este paso fue repetido dos veces. Una vez obtenida la fase organica se la secé a 25° C
en evaporador rotativo. EI extracto seco se resuspendio con Metanol pro-analisis (MeOH) 750
ul. 100%. La solucidn obtenida fue filtrada en columna con filtro de celulosa acoplado a una
camara de vacio Supelco. Luego se secO nuevamente a 25° C. en SpeedVac SC110 (Savant
Instruments, Inc., New York, USA).

Las muestras obtenidas en el paso anterior, fueron disueltas en MeOH al 100% e
inyectadas al cromatégrafo liquido de alta presién (HPLC) Alianza 2695 (Waters, Milford, MA,
USA)), utilizdndose un gradiente de incremento lineal de 40 a 80 % de MeOH/H,O/AcH (0.2%)
en un tiempo de 25 minutos por corrida; luego de 1 min., el sistema fue restituido a las
condiciones iniciales de corrida, permitiéndose que se equilibre la columna durante 7 min. El
flujo de corrida fue de 0.2 ml. min. ™, y la columna utilizada, de fase reversa C18 de 100 mm x
2,1 mm 3-m., de marca RESTEK.

Identificacion y cuantificacién de hormonas vegetales

La identificacion y cuantificacion se realizo utilizando un espectrémetro de masas con un
triple cuadrupolo (Quattro Ultima, Micromass, Manchester, Reino Unido), acoplado al HPLC
citado en el parrafo anterior. La fuente de ionizacion utilizada fue electroespray negativo (ESI-)
con un voltaje de capilar: (k\Vol) 3.25, energia de cono 35 (Volt), temperatura de la fuente 120
°C y temperatura desolvatacion 350 °C, flujo de gas (N,) de cono 102 (Lts/h)

Se utilizé para la deteccion de iones el modo MRM (Monitoreo de Reaccion Mdltiple),
siendo las transiciones utilizadas para ABA 263>153, SA 137>97, y JA 209>59.

Los valores de concentracion se obtuvieron mediante la relacion de area del compuesto
endogeno y el estandar interno deuterado, los cuales mediante las respectivas curvas de
calibracion con ajuste lineal, permitieron obtener los valores en pmol. de hormona por gr. PS™.

El software utilizado fue MassLynx TM v. 4.1 (Micromass, Manchester, Reino Unido).
Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los métodos de extraccion y purificacion de hormonas vegetales
se realizd mediante un Analisis de la VVarianza de una via (ANOVA), utilizando a posteriori un

test de Rangos Mudltiples LSD de Fisher (p < 0.05). El software empleado fue
STATGRAPHICS Plus Version 5.1.

26



RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion del recuento final de germinacion

Se evalu6 el comportamiento del poder germinativo de 89 familias F3 y sus parentales
sometidas a 400 mM. de manitol, comparado al que muestran tales familias en condiciones
control (PGRT). Se registraron entre las mismas diferencias significativas segun se puede

observar en el Cuadro N° 1.

Cuadro 1. ANOVA individual de progenies F; (R432 x A 59) de girasol para la
variable porcentaje de germinacion (Manitol 400 Mm) en relacién al testigo no sometido a
estrés hidrico (PGRT).

FV GL SC CM F PR>F
Bloque 3 462.3252 154.1084 0.82 0.4832
Progle:nies 89 283519.3225 3185.6104 16.97 <.0001**

3
Residuo 267 50115.5646 187.6987
Total 359 334097.2123

CV: 17.36; R%: 0.85; PGRT MEDIO: 78.91; FV: fuentes de variacion; GL: grados libertad; SC: suma de
cuadrados; CM: cuadrados medios; NS: no significativo; *significativo; **: altamente significativo (1%).

Las familias F; evaluadas son el resultado del cruzamiento de dos lineas endogamicas
contrastantes para el caracter tolerancia a estrés hidrico previamente seleccionadas a campo
utilizando la técnica de cobertura del entresurco con film pléstico, segun lo indicado en
(Andrade et al., 2009). La F; obtenida fue autofecundada para producir las plantas F, y a
partir de la autofecundacion de estas Gltimas se obtuvieron las respectivas familias F3 0 F,..

A los fines de observar la segregacion que presenté este caracter, las 33 familias F; se
agruparon en base al comportamiento durante la germinacién cuando fueron sometidas a 400
mM de manitol, y a partir de que se trata de poblaciones segregantes y siendo el caracter en
evaluacion de herencia cuantitativa que mostré un modelo de segregacion 1:2:1, es que
aquellas que se encontraban en el 25 % con inferior PGRT (familias F; N° 255 148, 333,
336, 95 y 300) se las definié como sensibles a estrés hidrico, mientras que el 50% de familias
Fs; que presentaron valores de respuestas cercanos al valor medio se las definié como
intermedias, mientras que las que se comportaron en el 25 % superior de PGRT se las
caracteriz6 como familias F; tolerantes a estrés hidrico (familias Fz N° 290, 314, 310, 174,
199 y 224), dentro de este grupo podemos encontrar familias con comportamiento superior al

parental tolerante (segregacion transgresiva), fendmeno que puede ser explicado a través de
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las interacciones intra-alélicas, como aditividad y sobredominancia e inter-alélicas tales

como la epistasis (Fig. N° 9).

4 300 314 290
95 310 174

N° de progenie F3 en cada categoria

PGRT
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~ & 110 120
Sensible 25 % : e
0 Intermedios 50 % Tolerantes: 25 %

Figura 9. 33 Familias F; agrupadas por intervalos de porcentaje de germinacién en
relacion al testigo (PGRT) vs. Numero de progenies F; en cada categoria.

Actualmente, con un mayor nimero de datos obtenidos de PGRT en el transcurso del

proyecto, las familias que se encontraban dentro del grupo tolerante se encuentran

distribuidas en el grupo intermedio, ello a partir de que nuevas familias F; con mejor

comportamiento a estrés hidrico durante la germinacion se ubicaron en el extremo mas

tolerante, ello seguin se observa en la figura N° 10.

N° de progenies F4en cada categoria

1010 §41-20 §21-30 §31-40 1 41-50 051-60 NE1-FD UF1-ED NX4-30 B84 1101~ 11411 1124~ B131- 1141-
100 110 120 120 140 150
" S

. S
g ~

Sensibles: 25%0 Intermedias: 50%0 Tolerantes: 25%%6

Figura 10. 89 Familias F3 agrupadas por intervalos de porcentaje de germinacion en

relacion al testigo (PGRT) vs. Numero de progenies F;en cada categoria.
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El analisis estadistico de PGRT realizado a las 33 familias F; denominadas sensibles
(familias F3 N° 255 148, 333, 336, 95 y 300) y tolerantes (familias F3 N° 290, 314, 310, 174,
199 y 224) determind que existen diferencias estadisticamente significativas entre dichas
familias (Fig. N° 11), lo que corroboraria su comportamiento contrastante ante condiciones
de estrés hidrico. Se observa en la Fig. N° 11, que la familia F; 255 presenta un PGRT igual

a cero, indicando un minimo nivel de sensibilidad de la misma al estrés hidrico.

160

140

120

100

80
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40

20
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Sensible Tolerante

Figura 11. Determinacion de PGRT (%) en familias F3 tolerantes y sensibles sometidas a
estrés hidrico (n=4 + SE) p<0.05.

Este resultado mostraria la variabilidad existente para el caracter evaluado, y por otro
lado, indicaria la importancia de evaluar el estrés hidrico en el estadio de germinacion. Ello a
partir de que esta etapa es critica para el establecimiento de la plantula porque es
indispensable cumplimentar con la imbibicion de la semilla (Almansouri et al., 2001). Un
estrés hidrico en tal estadio, produce pobre e irregular germinacion de semillas y falta de
sincronizacion en el establecimiento de las plantulas (Mwale et al., 2003; Mustapha et al.,
2009).

Evaluacion de peso seco
Las 32 familias F; evaluadas a través de su peso seco cuando fueron sometidas a 400

mM de manitol con referencia al testigo no sometido a estrés hidrico (PSRT), mostraron

entre las mismas diferencias significativas segun se puede observar en la Cuadro N° 2.
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Cuadro 2 ANOVA individual de progenies F; (R432 x AS59) de girasol para la
variable peso seco en plantulas sometidas a estrés hidrico en relacion al testigo no sometido a
estrés hidrico (PSRT).

FV GL SC CM F PR>F
Bloque 3 319.452 106.484 0.86 0.4673
Progenies 31 28283.193 912.361 7.33 <.0001**

Fs
Residuo 93 11579.489 187.6987
Total 127 40182.1348

CV: 16.28; R?: 0.71; PSRC MEDIO: 68.56; FV: fuentes de variacion; GL: grados libertad; SC: suma de
cuadrados; CM: cuadrados medios; NS: no significativo; *: significativo; **: altamente significativo (1%).

A los fines de observar la segregacion que present6 este caracter, las familias F; se
agruparon en base a intervalos de PSRT y se los representdé en funciéon del ndmero de
progenie F; en cada categoria (Fig. N° 12), lo cual muestra una distribucion que no se
comportaria claramente como una distribucion normal, como lo observado para la
distribucion del caracter PGRT, lo cual podria deberse al menor numero de familias

analizadas hasta el momento.

~

a o

N° de progenie F3 en cada

w b

O T T T T
0al0 11a20 21a30 31a40 41a50 51a60 6l1a70 71a80 81a9 91a 100

Intervalos de PSRT

Figura 12. Progenie F3 agrupadas por intervalos de peso seco relativos al control (PSRT)

vs. Numero de progenies en cada intervalo.
En los resultados obtenidos de PSRT provenientes de familias F; que se mostraron

sensibles y tolerantes al tratamiento de estrés hidrico, segun las familias seleccionadas por el
caracter PGRT (Fig. N° 9), se pudo observar que ambos grupos de familias F; presentan
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menor peso seco cuando fueron tratadas con manitol respecto al control no tratado,

mostrando por ello todas un valor de PSRT menor a 100 %.
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Figura 13 Determinacion de PSRT (%) en familias F5 tolerantes y sensibles sometidas a estrés
hidrico (n=4 * SE) p<0.05.

El analisis estadistico de PSRT, demostrd6 que si bien existen diferencias
significativas dentro de cada grupo de familias (sensibles y tolerantes), ello no permite
discriminar hasta el momento entre grupos, por lo cual este caracter (PSRT), no seria muy

eficiente en discriminar genotipos sensibles y tolerantes.

Determinaciones de hormonas vegetales en familias F3

En referencia a las concentraciones de acido salicilico (SA) en familias F3 tolerantes
(Fig. N° 14), se puede observar que las mismas, bajo estrés hidrico, presentan en la mayoria
de los casos, una tendencia a incrementar las concentraciones de SA. En la mayoria de las
familias analizadas se puede ver que la produccion de SA esta por debajo de 60000 pmol/gr.
PS de tejido vegetal. La familia 174 fue la que alcanzé el valor més alto en la sintesis de SA:
150161 pmol/gr. PS.

Por otra parte, se observa que las familias F; 174 y 310 bajo condiciones de estrés
hidrico, muestran una elevada sintesis de SA manifestando una diferencia significativa con
los respectivos controles. En el caso de las familias 224 y 290 muestran una menor

produccion de SA bajo tratamiento siendo este valor no significativo.
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@ Control B 400 mM de manitol

160000 %
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0 .
174 199 314 310 224 290

Familias F; tolerantes

Figura 14. Niveles enddgenos de SA. (pmol. gr.”* PS) en familias F;tolerantes, controles y

tratadas con manitol. (*) Diferencia significativa (n=4 + SE) p<0.05.

Con respecto a las familias F3 sensibles, se observa en la Fig. N° 15 que la sintesis de
SA bajo condiciones de estrés tiende a disminuir en general en las familias bajo tratamiento
con respecto a los controles. En la mayoria de las familias analizadas, la produccion de SA
se encuentra por debajo de 40000 pmol/gr. PS. En este caso, se distingue que las familias

que muestran diferencia significativa con respecto a los controles, son solo las 95 y 336.

@ Control B 400 mM de manitol
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140000

120000
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80000
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336 95 300
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Figura 15. Niveles endégenos de SA. (pmol. gr.”™ PS) en familias F;sensibles, controles y

tratadas con manitol. (*) Diferencia significativa (n=4 £+ SE) p<0.05.



La respuesta del &cido salicilico en algunas de las familias F; es concordante con lo
propuesto por (Rajjou et al., 2006) y (Borsani et al., 2001), proponiendo este ultimo autor, a
SA como el principal componente en la respuesta al estrés omotico en la germinacion de
plantulas de Arabidopsis sp. Ademas trabajos de Mikolajczyk et al. (2000) han determinado
que el estrés osmético puede inducir una sintesis elevada de SA y el mismo activar proteinas
kinasas para responder adecuadamente a situaciones desfavorables. Por otra parte, se ha
determinado que SA en Arabidopsis sp. participa en la proteccion de la planta contra el
estrés oxidativo (Sharma et al., 1996, Rao y Davis 1999), que podria ser generado en caso de
sufrir la planta de estrés hidrico (Trejo y Davies, 1991).

En referencia a las concentraciones de ABA, en el caso de las familias F; tolerantes
(Fig. N° 16), se puede distinguir que la mayoria de las familias muestran una tendencia a
incrementar los niveles de ABA bajo condiciones de estrés hidrico. En este caso, solamente
las familias 199, 314, 310 y 290 sometidas a tratamiento, manifiestan un incremento
estadisticamente significativo en las concentraciones de ABA con respecto al control. Se
observa que la familia F3 199 alcanz6 el valor mas alto en la sintesis de ABA, seguido por la

familia F; 310 cuyos valores fueron 705.8 pmol/gr. PS y 656 pmol/gr. PS respectivamente.

@ Control M 400 mM de manitol

1000

900

800

700

600

500

400

ABA pmol/gr. peso seco

300 +

200 +

100 A

174 199 314 310 224 290

Familias F3 tolerantes

Figura 16. Niveles enddgenos de ABA. (pmol. gr.™ PS) en familias F; tolerantes, controles y

tratadas con manitol. (*) Diferencia significativa (n=4 + SE) p<0.05.

En relacion a las familias F; sensibles, que se observan en la Fig. N° 17, cuando
fueron sometidas a estrés hidrico, se presentd una disminucion generalizada del contenido
endogeno de ABA. Se puede observar que tal efecto fue significativamente menor,

comparado con sus controles, en las familias F; 333, 336, y 300. Las concentraciones
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hormonales de ABA de todas las familias F3 sensibles cuando son sometidas a estrés hidrico,
se encuentra por debajo de los 500 pmol/gr. PS.

@ Control @ 400 mM de manitol

ABA pmol/gr. peso seco

148 333 336 95 300

Familias F3; Sensibles

Figura 17 Niveles enddgenos de ABA (pmol. gr.” PS) en familias F;sensibles, controles y
tratadas con manitol. (*) Diferencia significativa (n=4 = SE) p<0.05.

A partir de lo expuesto en los resultado en la Fig. N° 16 quedaria en evidencia que un
incremento en la concentracion de ABA podria conferir a la planta una ventaja para enfrentar
condiciones desfavorables (Jacobsen et al., 2002), pudiendo provenir dicho incremento en
ABA tanto de la activacion de vias anabodlicas (Nambara y Marion-Poll, 2005); (Schroeder et
al., 2001), como catabdlicas (Lee et al., 2006; Ren et al., 2007; Shinozaki y Yamaguchi-
Shinozaki, 2000). Por otra parte, las plantas tratan de ajustar el ABA constantemente para
responder a diversos cambios en las condiciones ambientales. EI comportamiento de las
familias sensibles y tolerantes a estrés hidrico con respecto a las concentraciones de ABA, es
consistente con reportes previos donde se compararon cultivares tolerantes y sensibles a
estrés en diferentes especies (Zheng y Li 2000; Chen et al., 2002; Perales et al., 2005; Zhu,
2002; Himmelbach et al., 2003).

En cuanto a las concentraciones de &cido jasmonico (JA) en familias F3 tolerantes
podemos notar que no se manifiesta una tendencia clara (Fig. N° 18). En las familias F;
tolerantes se observa que solo las familias F; 174 y 310 presentan una elevada produccion de
JA cuando son sometidas a estrés hidrico, mostrando una diferencia significativa con sus
controles. Las familias F; 314 y 224 manifiestan una menor produccion de JA al ser

sometidas a estrés hidrico, mostrando diferencia significativas con los respectivos controles.
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Figura 18. Niveles enddgenos de JA. (pmol. gr.* PS) en familias F;tolerantes, controles y

tratadas con manitol. (*) Diferencia significativa (n=4 + SE) p<0.05.

En la Fig. N° 19 se observa que familias F; sensibles tienen un comportamiento
diferencial. Las familias F3 333, y 300 producen menor cantidad de JA cuando se las somete
a estrés hidrico, mostrando una diferencia significativa con los controles, mientras que la
familia F3 336 manifesté un incremento significativo. En el caso de las familias F; 148 y 95

no muestran una diferencia estadisticamente significativa con los controles.

@ Control B 400 mM de manitol

JA pmol/gr. peso seco

148 333 336 95 300

Familias F; Sensibles

Figura 19 Niveles endogenos de JA. (pmol. gr.” PS) en familias F;sensibles, controles y
tratadas con manitol. (*) Diferencia significativa (n=4 + SE) p<0.05.
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Por lo tanto se observa que familias F; tolerantes y sensibles mostraron
comportamientos contrastantes en los niveles endégenos de JA cuando fueron sometidas a
estrés hidrico, no existiendo una concordancia clara con otros reportes realizados en otras
especies como cebada (Lehmann et al., 1995; Kramell et al., 2000) 6 en maiz (Xin et al.,
1997) en donde se observaron incrementos de JA ante condiciones de estrés hidrico.

En las determinaciones de ABA, JA, y SA de familias F; se observa que la familia F;
255 no figura en los graficos mencionados, esto se debe a que el efecto del tratamiento sobre
dicha familia impidié el desarrollo de plantulas en estas condiciones y la obtencién de
material vegetal para las determinaciones; por este motivo no se colocé esta familia en los
grafico de ABA, JA y SA de familias sensibles.
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CONCLUSIONES

-Con los datos obtenidos en este trabajo se concluye que el PGRT, demostrd ser el mejor
parametro para discriminar al caracter evaluado en las familias F3, sensibilidad o tolerancia a estrés
hidrico. Los resultados de PGRT de las familias F; mostraron una segregacion tipica de una herencia
cuantitativa del carécter tolerancia al estrés hidrico en el estadio fenolégico de plantula. Por lo tanto se
concluye que los datos de PGRT validarian la metodologia para detectar segregacién en este caracter
en condiciones de estrés hidrico para una poblacién de familias F.

-Al contrario de lo expresado para PGRT, el PSRT no fue un buen pardmetro para discriminar

en cuanto al caracter evaluado tolerancia o sensibilidad a estrés hidrico en las familias F; evaluadas.
-Las familias F3 tolerantes bajo estrés hidrico presentaron una tendencia a incrementar ABA y

en menor medida SA, mientras que en las familias F; sensibles el comportamiento fue contrastante. El

contenido de JA mostré un comportamiento diferencial dentro de familias tolerantes y sensibles.
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