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RESUMEN

Los jasmonatos (JAs) estan involucrados en diferentes procesos del desarrollo vegetal tales
como embriogénesis y germinacion, entre otros. El objetivo de este trabajo fue analizar los
niveles endégenos de Jasmonatos en semillas secas de lineas endocriadas dormida (B123) y
no dormida (B91), y correlacionarlos con su capacidad germinativa. Esta informacion fue
correlacionada con la capacidad germinativa de ambas lineas. Veinticinco semillas se
sembraron en bandejas de plastico entre toallas de papel humedecidas a saturacién con agua
destilada y se cubrieron con bolsas de nylon. El poder germinativo se determiné a los 10 dias
post-siembra. Como criterio de germinacion se consideré la profusion de la radicula a través
del pericarpo. El porcentaje de germinacion y los niveles enddgenos de JA, 12-OH-JA y JA-
lle se evaluaron a los 0, 11, 22, 33 y 44 dias post-cosecha. Las hormonas antes mencionadas
se identificaron y cuantificaron por LC/MS-MS en embrion y pericarpo de semillas secas. En
embrion, JA no mostré diferencias entre ambas lineas y sus niveles fueron mayores a los 33
dias post-cosecha, siendo este incremento mas notorio en la linea B123. El contenido de 12-
OH-JA fue fluctuante en ambas lineas durante todo el experimento. En pericarpo, el
contenido de JA fue mayor en la linea B123 en todos los tiempos post-cosecha evaluados.
Tanto en la linea B91 como B123, JA-lle no varié significativamente entre los tiempos
postcosecha analizados. El porcentaje de germinacidn no present6 diferencias significativas
entre lineas a partir de los 33 dias post-cosecha. Finalmente, los resultados obtenidos
sugieren que JA estaria involucrado en la liberacion de la dormicién y por lo tanto podria

inducir la germinacion a través de la movilizacion de sustancias de reserva.

Palabras claves: Helianthus annuus L., Jasmonatos, dormicidn, tiempos post-cosecha,
semilla.
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SUMMARY

The jasmonates (JAs) are involved in different developmental processes such as
embryogenesis and germination, among others. The aim of this study was to analyze the
jasmonates-endogenous levels in dry seeds of B123 (with dormancy at harvest) and B91
(without dormancy at harvest) sunflower line, and correlate with seed germination. This
information was correlated with germination percentage. Twenty-five seeds were germinated
between wet filter paper towels moistened with distilled water and covered with fine nylon
bags. The germination was determined at 10 days after sowing. Germination was defined as
the emergence of a clearly visible radicle. The germination percentage and JA, 12-OH-JA
and JA-lle endogenous levels were evaluated at 0, 11, 22, 33 and 44 post-harvest days. The
hormones mentioned were identified and quantified by LC/MS-MS in embryo and pericarp
of dry seeds. In embryo, JA did not show difference between both lines and its levels were
higher at 33 post-harvest days. This increase was remarkable in B123 line. In both lines, 12-
OH-JA content changed along the experiment. In B123 line, JA-pericarp content was high at
all post-harvest times. JA-1le showed no change in both B123 and B91 lines at different post-
harvest times. At 33 days of post-harvest, no significant differences in germination
percentage was observed between lines. Finally, these results suggest that JA is involved in
dormancy release, and therefore could induce germination through the storage reserve

mobilization.

Key words: Helianthus annuus L., Jasmonates, dormancy, post-harvest time, seed.
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INTRODUCCION

Argentina, el este Europeo y la Uni6n Soviética son los principales centros de produccion
de girasol. Nuestro pais se ha constituido en uno de los principales exportadores del mundo
de granos de oleaginosas, aceites y harinas proteicas, representando el girasol un 27% de la
produccion total de cultivos oleaginosos. ES una especie que se adapta facilmente a
diferentes ambientes, y su importancia radica principalmente en la utilizacion para la
extraccion de aceite y sus residuos constituyen subproductos (Diaz-Zorita et al., 2003).

En el hemisferio sur, Argentina es el pais mas destacado como productor de esta
oleaginosa con 3,5/4,5 millones de toneladas anuales (ASAGIR, 2008), y su area
potencialmente cultivable se extiende desde Chaco en el norte hasta el sur de la region
pampeana (Diaz-Zorita et al., 2003; MAGyP, 2011) (Fig.1). No obstante, en los ultimos afios
este cultivo fue desplazado desde zonas de siembra tradicionales y con alto rendimiento
hacia areas marginales expuestas a condiciones ambientales adversas, donde la baja

disponibilidad de agua es una situacién frecuente (Andriani, 2004).

Fig. 1. Area de siembra del girasol en Argentina
(ASAGIR, 2008)

Descripcion del material vegetal

El girasol pertenece a la familia Asteraceae y su nombre cientifico es Helianthus annuus L.
En griego, helios significa sol y anthos flor; el nombre de la especie se refiere a la anualidad

del ciclo vegetativo - reproductivo de la planta (Alba-Ordénez y Llanos-Company, 1990).



Botanicamente el fruto es seco, indehiscente y se denomina cipsela. Esta formado por el
pericarpo y la semilla. A esta ultima se la denomina comunmente “pepita”, y al pericarpo
“cascara”. Cabe sefialar que en el lenguaje coloquial las cipselas son denominadas
impropiamente “semillas”.

El pericarpo estd compuesto por una serie de tejidos: la epidermis, formada por células
epidérmicas con gruesas paredes externas recubiertas por una fina cuticula protectora; la
hipodermis, localizada por debajo de la epidermis. Por debajo de la hipodermis se encuentra
el estrato medio o tejido fibroso, que es el mas fuertemente desarrollado y condiciona la
dureza del pericarpo y por ultimo el parénguima, la capa mas interna de células.

Las partes constituyentes de la semilla son: la cubierta seminal, el endosperma y el
embrion. La cubierta o tegumento seminal crece con el endosperma formando una fina
pelicula que separa el embrion de la semilla. EI endosperma se reduce a una o dos capas de
células de paredes gruesas. Los cotiledones representan la reserva principal de aceite de la
semilla y estan cubiertos en la parte superior e inferior por una capa de células epidérmicas
(epidermis exterior e interior). En medio de cada cotiledon se ramifican las nervaduras
procambiales, que representan las futuras nervaduras de la hoja. EI meséfilo de los
cotiledones estd compuesto por tejido esponjoso y en empalizada. Finalmente, en el extremo
mas agudo de la semilla se encuentra la plumula.

Externamente, la cipsela presenta estrias con matices marrén-ceniza o negro con fondo
blanco o ceniza y su tamafio usualmente varia entre 6-25 mm de largo y 4-13 mm de ancho.
Esta variacion en tamafio y/o peso depende tanto de la especie asi como del genotipo dentro
de una especie determinada (en particular Helianthus annuus L.). Los principales factores
no-genéticos que determinan el tamafio de la cipsela son: el tipo utilizado en la siembra, el
numero de plantas por unidad de superficie, la humedad del suelo y las condiciones edéficas
(Giayetto, 1985).

Germinacion y dormicion del girasol

Condiciones ambientales adversas, tales como sequia y salinidad, dificultan el crecimiento
de las plantas y ocasionan importantes pérdidas de rendimiento en numerosos cultivos de
importancia econémica, entre ellos el girasol. En adicién, a menudo este cultivo se ve
afectado por la presencia de dormicion. Tradicionalmente, la dormicién ha sido definida
como el estado del desarrollo en el cual una semilla intacta viable es incapaz de germinar
bajo condiciones ambientales favorables (por ej., adecuada humedad). Sin embargo,
actualmente se sostiene que la dormiciéon no sélo estd asociada con la ausencia de
germinacion, sino que es una caracteristica de la semilla que determina las condiciones

necesarias para su germinacién (Thompson, 2000; Fenner y Thompson, 2005).



La dormicion es un proceso complejo y dificil de comprender en el campo de la biologia
de semillas (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006). Generalmente, se considera un rasgo
adaptativo (Foley, 2001). A través de esta adaptacion, la germinacion se produce sélo
cuando las condiciones son adecuadas para la germinacion y establecimiento de plantulas
(Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006; Finch-Savage et al., 2007). Mas adn, esta
condicion es de vital importancia agronémica y ecoldgica ya que determina el grado de
germinacion sincronica en una determinada estacion asi como el nimero de semillas viables
no germinadas que permanecen en el suelo hasta la proxima estacién de crecimiento, es
decir, forman el banco de semillas (Finkelstein et al., 2008).

El grado de dormicion varia entre las diferentes especies vegetales y es regulado tanto por
factores genéticos como ambientales (Li y Foley, 1997). En girasol, la dormicidn es un rasgo
caracteristico de las semillas al momento de su cosecha; esto es, a la madurez fisioldgica
alcanzan su grado maximo de dormicion y luego frecuentemente la pierden durante el
almacenamiento (Corbineau et al., 1991). Cabe destacar ademas gue en girasol la dormicion
se haya controlada por el embrion y la cubierta seminal (Kelly et al., 1992). Asi, aquella
impuesta por la cubierta seminal actla a través del efecto que ocasionan los compuestos
fendlicos sobre la disponibilidad de oxigeno para el embrién y por lo tanto habitualmente se
expresa a altas temperaturas. Por el contrario, el embrién esta involucrado en la restriccion
de la germinacion a temperaturas por debajo de 15 °C (Corbineau et al., 1990; Gay et al.,
1991). A menudo, la dormicién impuesta por el embrién comprende un corto periodo de
tiempo (4 a 8 semanas), mientras que aquella inducida por la cubierta seminal y el pericarpo
persiste generalmente por mas de 32 semanas. Particularmente en girasol, afio a afio se han

reportado diferencias en el grado de dormicion del embrién (Le Page-Degivry et al., 1990).

Hormonas involucradas en germinacion y dormiciéon

Se considera que la semilla necesita un mecanismo para “interpretar” la informacion,
proveniente tanto de sefiales internas como del medio, de manera dindmica para responder
con plasticidad. Entre los compuestos involucrados en los mecanismos de transduccién de
estas sefiales se encuentran moléculas reguladoras del crecimiento u hormonas. En la
literatura ha sido bien documentado que las fitohormonas u hormonas vegetales estan
involucradas en la germinacion de las semillas, en particular Giberelinas (GAs) y Acido
abscisico (ABA). En este proceso, ambas hormonas ejercen efectos antagdnicos: ABA inhibe
la germinacion mientras que GAs la promueven (Bewley, 1997; Finkelstein et al., 2002;
Kucera et al., 2005). En tal sentido, el concepto clasico de balance hormonal sostiene que la
induccion, mantenimiento y ruptura de la dormicién son procesos regulados por la accion
conjunta de ABA y GAs (Karssen y Lacka, 1986).



En adicion a las auxinas, GAs, citocininas, ABA y etileno, otras hormonas vegetales
fueron identificadas y caracterizadas en las dos ultimas décadas, entre ellas los jasmonatos
(JASs). El contenido enddgeno de JAs varia dependiendo de la especie vegetal, el tejido y tipo
celular, estadio ontogénico de la planta, y en respuesta a diferentes estimulos del medio
ambiente (Creelman y Mullet, 1997).

Biosintesis y catabolismo de acido jasmdnico

Los JAs conforman un grupo de numerosos compuestos precursores o derivados del acido
jasmonico (JA) que ocurren naturalmente en el Reino Plantae, poseen actividad bioldgica, y
por ser derivados de acidos grasos poliinsaturados forman parte del grupo de oxilipinas. Las
investigaciones realizadas sobre estos compuestos han estado focalizadas principalmente en
la biosintesis del grupo constituido por el JA y sus compuestos relacionados, denominados
colectivamente JAs, asi como también al papel que desempefian en la regulacion de
numerosos procesos de las plantas. Estos compuestos han sido detectados gracias al
perfeccionamiento de técnicas analiticas como cromatografia liquida-espectrometria de masa
tandem (LC/MS-MS) (Abdala y Cenzano, 2006).

JA es el producto final de la via octadecanoica, la cual tiene lugar en tres compartimentos
celulares diferentes: cloroplasto, peroxisoma y citoplasma. En cloroplasto, la biosintesis de
JA se origina a partir del acido graso poliinsaturado o-acido linolénico (a-LA, 18:3)
mediante la insercién de oxigeno molecular en el C13 catalizada por la enzima 13-
lipoxigenasa (LOX), conduciendo a la formacién del é&cido 13 hidroperdxido-
octadecatrienoico (13-HPOT), el cual es convertido por la accién de una éxido de aleno
sintasa (AOS) a un Oxido de aleno altamente inestable (acido 12, 13-epoxi-
octadecatrienoico). Este éxido de aleno en presencia de una 6xido de aleno ciclasa (AOC)
origina el &cido cis(+)12-oxofitodienoico (OPDA), primer precursor ciclico de JA. La
translocacion de OPDA a peroxisoma, donde se produce la segunda mitad de la sintesis de
JA, es mediada por un transportador ABC comatose. Una OPDA reductasa 3 (OPR3)
cataliza la reduccién de OPDA a acido 3-oxo-pentenilo-ciclopentano-octanoico (OPC-8:0),
el cual luego de tres ciclos de B-oxidacion catalizados por una Acil-CoA oxidasa (ACX),
proteinas multifunciones (MFP) y L-3-Ketoacil-CoA tiolasa (KAT) origina (+)-7-iso-acido

jasménico (Fig. 2).
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Fig. 2. Estructura quimica del 4cido jasménico

Este compuesto fisiolégicamente activo es convertido rapidamente en su estereoisémero
mas estable, (-)JA, el cual posteriormente es metabolizado en el citoplasma dando origen a
diferentes miembros de la familia de los JAs. Algunas de las modificaciones que sufre JA
son: metilacion en el C1 para producir Me-JA, hidroxilacién en el C11 o C12 para formar
11-OH-JA o 12-OH-JA, glucosilacion de los derivados hidroxilados mencionados,
conjugacion de JA o sus derivados hidroxilados con aminoacidos, o bien degradacién del
acido carboxilico de la cadena lateral para formar cis-jasmone (Wasternack y Kombrink,
2010; Avanci et al., 2010) (Fig. 3).
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Pré, 2006)




Rol fisiol6gico de Jasmonatos

Los JAs estan involucrados en numerosos procesos celulares y regulan diversas etapas del
desarrollo, como asi también intervienen en las respuestas de las plantas a factores de estrés
bidtico y abidtico (Wasternack y Hause, 2002).

Entre los procesos del desarrollo modulados por JAs se encuentra la inhibicion de la
germinacion (Wilen et al., 1991; 1994) y del crecimiento radical (Berger, 2002), la
estimulacién del desarrollo floral (Creelman y Mullet, 1997) y del enrollamiento de los
zarcillos (Blechert et al., 1999), la dehiscencia de la antera y la maduracién del polen
(Mandaokar et al., 2003), la induccién de la tuberizacion en papa (Abdala et al., 2002), la
maduracion de frutos y la abscision foliar (Parthier, 1991) y la promocidn de la senescencia
(Wasternack y Hause, 2002).

En relacion a su implicancia en los procesos de germinacion y/o dormicion de semillas, los
conocimientos actuales son insuficientes e incluso en ciertos casos contradictorios. Por
ejemplo, tratamientos con JA o Me-JA inhibieron la germinacién de diversas especies tales
como lechuga (Yamane et al., 1981), Agrostemma (Sembdner y Gross, 1986), girasol
(Corbineau et al., 1988) y Amaranthus (Kepczynski y Bialecka, 1994). Similarmente, en
semillas no dormidas de abrojo se observé una significativa inhibicion de la germinacion
luego de la aplicacion 1 mM de Me-JA. Més aln, la tasa de germinacion disminuyé con el
incremento en la concentracion aplicada, alcanzando valores cero a una concentracion 1000
mM de Me-JA (Nojavan-Asghari y Ishizawa, 1998). En adicion, estudios desarrollados en
nuestro laboratorio revelaron que en semillas no dormidas de tomate la aplicacion exégena
de JA, 11-OH-JA y 12-OH-JA, a concentraciones fisioldgicas medias de 10* a 10° M,
ocasion6 una inhibicién diferencial de la germinacion. JA 10 M inhibié completamente la
germinacion en tanto que ambos derivados hidroxilados provocaron menor efecto inhibitorio
(Andrade et al., 2005).

Por otro lado, semillas de girasol de plantas madres crecidas con irrigacién y en sequia
mostraron diferencias en el porcentaje de germinacion y en la composicion de JAs. De este
modo, las disparidades detectadas en el porcentaje de germinacion podrian ser consecuencia
de cambios en el contenido enddgeno de JAs (Vigliocco et al., 2007). En su conjunto, las
evidencias mencionadas revelan que los niveles de JAs exhiben cambios caracteristicos

durante la embriogénesis, germinacion y crecimiento temprano.



HIPOTESIS

1. Los niveles endégenos de JAs son cuantitativamente diferentes en semillas de girasol

dormidas y no dormidas.

2. Los perfiles hormonales difieren en las distintas partes de la semilla, lo cual incide en su

capacidad germinativa y en consecuencia en el grado de dormicion.

OBJETIVO GENERAL

Analizar los niveles enddgenos de JAs en semillas secas de lineas endocriadas dormida

(B123) y no dormida (B91), y correlacionarlos con su capacidad germinativa.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Cuantificar los niveles enddgenos de JA, 12-OH-JA y JA-lle en embrién y pericarpo de

semillas secas de las lineas B123 y B91.

2. Correlacionar el grado de dormicion y la capacidad germinativa de ambas lineas con los

niveles hormonales enddégenos.



MATERIALES, TECNICAS Y METODOS

El presente trabajo se llevo a cabo en el laboratorio de Fisiologia Vegetal de 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 dos lineas endocriadas: B123 y B91, dormida
y no dormida al momento de cosecha respectivamente, fueron provistas por EEA-INTA
Manfredi y se utilizaron para la realizacion de los ensayos programados.

Evaluacion del porcentaje de germinacion

Veinticinco semillas (por repeticion), desinfectadas con hipoclorito de sodio 3%,
provenientes de distintos tiempos post-cosecha (0, 11, 22, 33 y 44 dias), se sembraron en
bandejas de pléastico entre toallas de papel humedecidas a saturacién con agua destilada. Las
bandejas, cubiertas con bolsas de nylon a fin de lograr una adecuada presion de vapor
ambiental cercana a la saturacion, se colocaron a germinar en cadmara de crecimiento
Conviron E15 programada con 8 h de oscuridad a 18 °C y 90% de HR y 16 h de luz (130
HE.m?s™) a 28 °C y 80% de HR. El recuento final de germinacion se realiz6 a los 10 dias
para cada tiempo post-cosecha. La evaluacion del poder germinativo se efectué mediante el
recuento de semillas germinadas. Como criterio de germinacién se consider6 la profusién de

la radicula a través del pericarpo. Las experiencias se realizaron por cuadriplicado.

Obtencién de embrién y pericarpo

Veinticinco semillas fueron seccionadas en embrion y pericarpo. Inmediatamente estas
partes se congelaron en N, liquido, liofilizaron y conservaron a -80 °C hasta las

determinaciones hormonales. Las experiencias se realizaron por cuadriplicado.

Extraccion, purificacion y cuantificacion de JAs

Los niveles hormonales fueron determinados en embrién y pericarpo de semillas secas a
diferentes tiempos: 0, 11, 22, 33 y 44 dias post-cosecha. La extraccion y purificacion de JA,
12-OH-JA y JA-lle se llevé a cabo segun protocolo modificado de Durgbanshi et al., (2005).
Para ello, 200 mg de peso seco se trituré con N, liquido y homogeneizé con 5 ml de agua
deionizada (solvente de extraccion). Los extractos se transvasaron a tubos Falcon y se
adicionaron 50 ng de (*Hg)-JA y 200 ng de 12-(*H3)OAc-JA y (*Hs)-JA-lle como estandares

internos. Cada muestra se pasé por brevemente por ultraturrax para completar la



homogeneizacion y equilibracion de estdndares. Luego se centrifugaron a 5000 rpm durante
15 min. Se recogié el sobrenadante ajustandose el pH a 2,8 con &cido acético 15%.
Posteriormente se realizd una doble particién con éter etilico, se descartaron las fases
acuosas y se recogieron las fases organicas, llevandose a sequedad en evaporador rotativo.
Los extractos secos se resuspendieron en 1,5 ml de metanol, filtraron a través de un filtro de
jeringa (velocidad de flujo menor a Iml/min.) y secaron bajo vacio a 35 °C en SpeedVac. La
cuantificacion de estos compuestos se realiz6 mediante LC/MS-MS. Para ello, los extractos
secos se resuspendieron con 50 pl de MeOH para la purificacion y analisis mediante un
cromatografo Alliance 2695 (Waters, Inc., California, USA) equipado con una bomba
cuaternaria con auto inyector de muestra. Se utiliz6 una columna Resteck C,g (Resteck USA,
2.1 x 100 mm, 5 um) a 25 °C, con un volumen de inyeccién de 10 pl. La elucién se llevo a
cabo en gradiente con un sistema de solvente binario: 0.2% HOAc en H,O (solvente B)/
MeOH (solvente A) a una velocidad de flujo de 200 pl min™, procediendo con las siguientes
proporciones (v/v) de solvente A: (t (min), %A):(0, 40), (25, 80). Al final de cada corrida se
establecieron 7 min de equilibracién de la columna. A continuacion, el andlisis espectral y de
masas fue realizado en un espectrémetro de masa de doble cuadrupolo (Micromass Quatro
Ultima™ PT, Manchester City, UK). Se utilizo como fuente de ionizacion un electrospray
negativo (ESI"), produciendo moléculas [M-H] y siendo la energia de cono de -35 mV. La
identificacion y cuantificacion de JA, 12-OH-JA y JA-lle se efectud en el modo de
Monitoreo de Reacciones Mdltiples (MRM), empleando para los metabolitos endégenos y
sus formas deuteradas las siguientes transiciones: JA (m/z 209/59) y [*Hg]-JA (m/z 215/59);
12-OH-JA (m/z 225/147) y [*H,]12-OH-JA (m/z 227/147); JA-lle (m/z 322/130) y [*Hs]-JA-
Ile (m/z 325/135). Para este sistema los compuestos de interés eluyen a 9’:30°” (tiempo de
retencion de 12-OH-JA), 13”:45 (tiempo de retencion de JA) y 17:80° (tiempo de

retencion de JA-lle). La energia de colision utilizada fue de 15 eV.

Reproducibilidad de las determinaciones

Las experiencias se realizaron utilizando un disefio totalmente aleatorizado. Las
determinaciones hormonales se efectuaron a partir de cuatro extracciones independientes (4
réplicas técnicas) de embrién y pericarpo y se realiz una inyeccion por cada muestra en el
equipo LC/MS-MS.

Andlisis estadistico

Las diferencias significativas entre medias de las variables evaluadas se determinaron
mediante Andlisis de la Varianza de una via (ANNOVA), utilizando a posteriori un test de

Rangos Mudltiples (LSD de Fisher; p < 0.05). Valores de p < 0.05 fueron considerados



estadisticamente significativos. ElI Andlisis de correlacion lineal de Pearson se realizé con el
objetivo de establecer el grado de asociacion entre capacidad germinativa y dormicion de las
semillas/niveles hormonales endégenos de embrién y pericarpo. El software empleado fue
Statgraphics Plus, version 3, Manugistics 1997.
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RESULTADOS

Evaluacion de poder germinativo

Una de las variables evaluadas fue el poder germinativo de las semillas de las lineas B91 y
B123 al momento de cosecha (0 dias post-cosecha) y durante cuatro tiempos post-cosecha
diferentes: 11, 22, 33 y 44 dias (Fig. 4).

Las semillas de la linea B91 mostraron un poder germinativo mayor comparado con el de
las semillas de la linea B123. Mas aln, en todos los tiempos post-cosecha los porcentajes de
germinacion de la linea B91 fueron cercanos a 100%.

Las semillas de la linea B123 evidenciaron un incremento significativo y sostenido en el
poder germinativo hasta los 33 dias post-cosecha, alcanzando a los 44 dias un porcentaje de
germinacion de 96%, similar al de las semillas de la linea B91.

—=— Linea B91

120 4 —e— Linea B123
b
00 3 2 2
—_ d ///%b///ii b
ST b
:5 C /
Q
8 60+
£
@
O 40
201
0 a T T T T
0 11 22 33 44

Dias post-cosecha

Fig. 4. Evolucion del porcentaje de germinacion de semillas de las lineas
B91 y B123 durante los diferentes tiempos post-cosecha (n=4 = SE);
p=<0.05.

Entre los miembros mas comunes de la familia de los JAs se detectaron JA, 12-OH-JAy
JA-lle tanto en pericarpo como en embrion de semillas de las lineas B123 y B91 (Fig. 5).
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Fig. 5. Estructura quimica de los compuestos aislados e identificados en semillas de las
lineas B91 y B123.
Contenido enddgeno de JAs en pericarpo de semillas secas

Comparando entre ambas lineas, en la B123 el contenido de JA en pericarpo fue
significativamente mas elevado respecto al detectado en la linea B91 en todos los tiempos
post-cosecha analizados. Cabe destacar que esta diferencia fue mas relevante a los 0 y 33

dias post-cosecha: 7 y 6 veces, respectivamente (Fig. 6).

I Linea B91
8000 B Linea B123

6000 -

4000 -+

JA (pmol.g™ PS)

2000 -

22 33

Dias post-cosecha

Fig. 6. Niveles enddgenos de JA en pericarpo de semillas de las lineas
B91 y B123 a diferentes tiempos post-cosecha (n=4 + SE); p<0.05.
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Por el contrario, los niveles de JA-lle no presentaron diferencias significativas entre las dos

lineas en estudio, registrandose valores aproximadamente similares (400 pmol.g™* PS) en

todos los tiempos post-cosecha. No obstante, en la linea B123 el contenido de este

compuesto fue superior a los 44 dias post-cosecha (Fig. 7).

JA-lle (pmol.g™ PS)

1000 -

800

600

I Linea B91
[ Linea B123

cd ad cd cd acf ac

11 22 33 44

Dias post-cosecha

Fig. 7. Niveles enddgenos de JA-lle en pericarpo de semillas de las lineas
B91 y B123 a diferentes tiempos post-cosecha (n=4 £ SE); p<0.05.

En la Fig. 8 se muestran los niveles de 12-OH-JA detectados en pericarpo de ambas lineas.

Al momento de cosecha (0 dias post-cosecha) la linea B91 presento un contenido de 12-OH-

JA significativamente mas elevado respecto al registrado en la linea B123; una tendencia

opuesta se evidencio en los restantes tiempos post-cosecha. Por otra parte, a los 44 dias post-

cosecha se cuantificaron los mayores niveles endégenos de este compuesto en ambas lineas,

y diferencias significativas fueron observadas entre ellas. En la linea B123 el aumento de 12-

OH-JA fue aproximadamente 6 veces respecto a la linea B91.
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Fig. 8. Niveles endogenos de 12-OH-JA en pericarpo de semillas de las
lineas B91 y B123 a diferentes tiempos post-cosecha (n=4 + SE); p<0.05.

Contenido enddgeno de JAs en embrién de semillas secas

De manera similar al analisis hormonal en pericarpo, el contenido de JAs se evalud en
embriones de semillas de las lineas B91 y B123 (Figs. 9, 10 y 11).

Los resultados demostraron que en ambas lineas JA mantuvo un nivel bajo y relativamente
estable a través de todos los tiempos post-cosecha. No obstante, a los 33 dias post-cosecha
se registro un leve incremento, aunque significativo, de este compuesto; siendo mas notable
en la linea B123 (707,9 pmol.g™ PS) (Figs. 9).
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Fig. 9. Niveles enddgenos de JA en embrion de semillas de las lineas B91
y B123 a diferentes tiempos post-cosecha (n=4 + SE); p<0.05.

En la Fig. 10 se informan los resultados de la evaluacion de JA-lle durante los diferentes
tiempos post-cosecha. En general, el contenido enddgeno de este compuesto no se modifico
de manera significativa en el transcurso del experimento, y se mantuvo bajo y constante en

ambas lineas alcanzando valores de 350 pmol.g™ PS aproximadamente.
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Fig. 10. Niveles enddgenos de JA-lle en embrion de semillas de las lineas
B91 y B123 a diferentes tiempos post-cosecha (n=4 + SE); p<0.05.
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Finalmente, en ambas lineas el contenido de 12-OH-JA presenté una dindmica fluctuante
en el transcurso de todos los tiempos post-cosecha analizados. Cabe destacar una
disminucién de este compuesto a los 11 dias post-cosecha en la linea B123 respecto a la

linea B91, y esta variacion fue estadisticamente significativa.
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Fig. 11. Niveles endogenos de 12-OH-JA en embrion de semillas de las
lineas B91 y B123 a diferentes tiempos post-cosecha (n=4 + SE); p<0.05.

Andlisis de correlacion entre porcentaje de germinacion y niveles hormonales
enddgenos

Una correlacion positiva fue hallada entre porcentaje de germinacién y niveles enddgenos
de JA en semillas de la linea B91 (r: 0,60; p<0,01) (Tabla 1).

FUENTE DE SUMA DE GRADOS DE .

VARIACION CUADRADOS LIBERTAD P
MODELO 1,64324 1 10,46 0,0046
RESIDUO 2,82692 18

4,47 19
TOTAL

Tabla 1. Anélisis de la varianza (ANOVA) para el coeficiente de correlacion entre el
porcentaje de germinacion y los niveles endogenos de JA (p<0,01).
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r’: 0,36

Una segunda correlacion positiva fue hallada entre porcentaje de germinacion y niveles
endogenos de JA-lle en semillas de la linea B91 (r: 0,46; p<0.05) (Tabla 2).

FUENTE DE SUMA DE GRADOS DE .

VARIACION CUADRADOS LIBERTAD P
MODELO 5976,58 1 5,06 0,0373
RESIDUO 21267,9 18

27244,48 19
TOTAL

Tabla 2. Anélisis de la varianza (ANOVA) para el coeficiente de correlacion entre el
porcentaje de germinacion y los niveles enddgenos de JA-lle (p<0,01).

r’: 0,21
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DISCUSION

Se ha comprobado que durante la embriogénesis el ambiente en el cual crece la planta madre, la

temperatura y el estadio de madurez de la semilla al momento de la cosecha influyen en el grado
de dormicién (Fenner, 1991). EI mantenimiento de la dormicion luego de la madurez es variable
en las distintas especies; en aquellas en las que este estado persiste ofrece ventajas adaptativas
para el futuro establecimiento de la plantula a la vez que permite la formacion de bancos de
semillas en el suelo. Asi, para que la germinacion se inicie las semillas deben ser capaces de
perder su dormicion (Filkelstein et al., 2008). En este sentido, se han reportado diferentes
tratamientos capaces de eliminarla tales como almacenamiento en seco post-maduracion (Finch-
Savage y Leubner-Metzger, 2006; Filkelstein et al., 2008). Este implica cambios metabélicos y
fisioldgicos tanto en el embrién como en las cubiertas seminales (Leubner-Metzger, 2005).

En el presente trabajo, el anélisis del poder germinativo de semillas de las lineas endocriadas
B91 y B123 permiti6 diferenciar ambas lineas segun su grado de dormicidén. En relacién a este
tema, Maiti et al., (2006) informaron que en 59 genotipos cultivados de girasol tal caracteristica
mostré un alto porcentaje de heredabilidad (79%), indicando asi que la misma puede ser
potencialmente utilizada en el mejoramiento de hibridos de esta especie.

Las semillas de la linea B123 evidenciaron una importante capacidad germinativa a partir de
los 33 dias de ser cosechadas, lo cual implica que esta linea presenta una baja dormicién en
nuestras condiciones experimentales. En contraposicion, semillas de la linea B91 exhibieron el
maximo poder germinativo después de ser cosechadas, lo cual permitié caracterizar a esta linea
como no dormida. De hecho, Subramanyam et al., (2002) reportaron que diferentes genotipos de
girasol mostraron amplia variabilidad en su grado de dormicion: aquellos con un porcentaje de
germinacion promedio del 10% se consideraron “altamente dormidos”, con un porcentaje de
germinacion superior al 70% fueron considerados “no dormidos” y entre éstos, se detectaron
algunos genotipos “altamente no dormidos” por presentar un porcentaje de germinacién mayor
al 80%. De acuerdo a lo anterior, se demuestra la existencia de variabilidad genotipica en el
grado de dormicién entre lineas endocriadas e hibridos de girasol, presentando estos Gltimos
mayores niveles de dormicion comparada con los genotipos cultivados.

Por otra parte, Oracz et al., (2007) demostraron que la dormicion de semillas de girasol puede
ser revertida durante el almacenamiento en seco. La rapida disminucion de la dormicién
detectada en la linea B123 podria atribuirse al almacenamiento post-cosecha en condiciones
secas a 25 °C. Similarmente, Benech-Arnold et al., (2006) reportaron que granos dormidos de

cebada germinaron facilmente a 20 °C.
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Ha sido documentado que las fitohormonas son responsables de los cambios fisioldgicos que
ocurren durante el almacenamiento de las semillas, lo cual a menudo se refleja en una pérdida
del estado de dormicién. Es decir, se han reportado diferencias en los niveles hormonales
endégenos como asi también en el camino de transduccion de sus sefiales entre semillas
dormidas y aquellas que han sido almacenadas por diferentes periodos en condiciones secas
(lglesias-Fernandez et al., 2011). Diferentes trabajos han demostrado que JAs desempefarian
una importante funcion en el control de la pérdida de dormicion y/o en la germinacion (Kucera
et al., 2006; Preston et al., 2009; Dave et al., 2011). Preston et al., (2009) informaron un
contenido endogeno de JA y JA-lle notablemente diferentes en semillas secas de Arabidopsis de
los ecotipos Col (no dormido) y Cvi (dormido).

Por otra parte, aplicaciones exdgenas de JAs han mostrado resultados contradictorios, con
algunos efectos promotores y otros inhibidores de la germinacion segin las semillas se
encuentren o no dormidas. En este sentido, se observé que JA y Me-JA fueron capaces de inhibir
la germinacion en Brassica napus, Linum usitatissimum, Solanum lycopersicum, Arabidopsis y
Helianthus annuus (Corbineau et al., 1988; Wilen et al., 1991; Miersch et al., 2008; Oh et al.,
2009). En adicién, Andrade, (2007) informé el importante rol inhibitorio de JA sobre la
germinacion de semillas de tomate silvestres, aunque recientemente, en semillas de Arabidopsis
se demostr6 que OPDA fue mas efectivo que JA como inhibidor de la germinacion.
Contrariamente, Yildiz et al., (2008) informaron que el tratamiento con JA ex6geno estimula la
germinacion en semillas dormidas de pera.

En relacion a lo antedicho, Kramell et al., (2000) proponen que la respuesta a JA exdgeno es
diferente de la observada por incremento enddgeno, indicando que la via de sefializacion de un
compuesto aplicado exdgenamente seria distinta del producido endégenamente.

En la linea B123, el estado de dormicion podria ser regulado negativamente por JA, y por las
caracteristicas estructurales del pericarpo, que a pesar de la presencia de compuestos fenolicos,
en este caso particular no limita la profusién de la radicula.

La méaxima acumulacién de JA en embrién de la linea B123 a los 33 dias post-cosecha permite
sugerir la participacion de este compuesto como posible inductor de la germinacion.

En referencia a los derivados de JA, el contenido de 12-OH-JA en embrion a los 33 dias post-
cosecha parece estar relacionado con la estimulacion de la germinacion en la linea B123;
evidenciando de esta manera su posible interaccién con JA sobre este proceso. Ademas, esta
acumulacion preferencial de 12-OH-JA indicaria que el mecanismo hidroxilativo es funcional
durante la formacion de la semilla, hecho que concuerda con lo observado por Andrade (2007)

en semillas silvestres de tomate.
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Considerando conjuntamente los niveles hormonales enddégenos y el porcentaje de
germinacion registrados en la linea B123 a los 33 dias post-cosecha, se puede reafirmar que en
girasol la dormicidn atribuida al embrion comprende un breve periodo de tiempo.

Fonseca et al., (2009) propusieron a JA-lle como forma hormonal bioactiva capaz de inducir
respuestas relacionadas a JA, tales como inhibicion del crecimiento radical y acumulacion de
antocianinas. En adicion, ha sido documentado que los niveles de este compuesto varian
notablemente durante el desarrollo de flores de tomate, lo que podria implicar su papel regulador
en dicho proceso (Hause et al., 2000). En contraposicién, de acuerdo a los resultados obtenidos
en este estudio, JA-lle no parece desempefiar un papel determinante en la regulacién de la

dormicién y/o germinacién de semillas de girasol.
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CONCLUSIONES

JA estaria involucrado en la liberacion de la dormicion de la linea B123, y por lo
tanto, podria inducir el proceso de germinacion.

12-OH-JA interactuaria con JA en la regulacién de la dormicién.

JA-lle no estaria implicado en el control de la dormicién y/o germinaciéon de
semillas de girasol.
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