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RESUMEN

El estrés hidrico condiciona el crecimiento y productividad de los cultivos de interés agricola,
entre ellos, el girasol. El objetivo de este trabajo fue caracterizar la respuesta a estrés hidrico de
plantulas de girasol de la linea B71 (tolerante a dicho estrés). A tal fin se determind la longitud
de parte aérea, conductancia estomtica y contenido enddgeno de acido jasmonico (JA) y
giberelinas (GA: y GAy) en plantulas sometidas a estrés hidrico moderado generado por manitol
400 mM y luego de diferentes tiempos de rehidratacion post-estrés (3, 5y 8 dias). Las hormonas
fueron extraidas por una doble particion liquido-liquido, y se identificaron y cuantificaron por
Cromatografia Liquida-Espectrometria de Masas en Tandem (LC-ESI/MS-MS). El estrés hidrico
ocasiono una importante reduccién en la longitud de la parte aérea y conductancia estomatica de
plantulas de 10 y 18 dias de edad. Durante el periodo de rehidratacion se evidencié un aumento
gradual en la longitud de la parte aérea. Por otra parte, la conductancia estomatica registré una
leve y gradual recuperacion post-estrés, aunque no alcanzé durante el periodo de rehidratacién el
valor detectado en plantulas controles. Respecto a los niveles hormonales enddgenos, el contenido
de JA no registré modificaciones en parte aérea de plantulas estresadas; mientras que incrementd
significativamente en parte radical. En relacion a GAs, los resultados mostraron un aumento
significativo de 3 veces en el contenido de GA1y de 2 veces en GAsen parte aérea de plantulas
estresadas. Contrariamente, una disminucién de ambas GAs fue detectada en parte radical. La
rehidratacion modifico diferencialmente el contenido enddgeno de JA y GAs en parte aérea y
radical. Los resultados demuestran que JA y GAs podrian interactuar en la regulaciéon de la

respuesta a estrés hidrico moderado en plantulas de girasol.

Palabras claves: Acido jasmonico, Helianthus annuus L., estrés hidrico, giberelinas,

rehidratacion.
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SUMMARY

Water stress limits the growth and productivity of agricultural crops including sunflower. The aim
of this study was to characterize the response to water stress of B71 sunflower seedlings (tolerant
to water stress). The aerial part length, stomatal conductance and endogenous content of jasmonic
acid (JA) and gibberellins (GA: and GA4) were determined in seedlings subjected to moderate
water stress generated by 400 mM mannitol and after a rehydration period (3, 5 and 8 days). The
hormones were extracted by a double liquid-liquid partition and they were identified and
quantified by Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry (LC-ESI/MS-MS). Moderate
water stress caused a significant reduction of aerial part length and stomatal conductance on 10
and 18 day-old seedlings. During the rehydration period the seedlings showed a gradual increase
in the aerial part length. A slight and gradual recovery of the stomatal conductance was registered,
but this value did not reach the level detected in control seedlings. Regarding the endogenous
hormone levels, the JA content did not show changes in aerial part of stressed seedlings; while it
increased significantly in root. In relation to GAs, a significant increase was registered in aerial
part of stressed seedlings (GA:: 3-fold, GAs: 2-fold). Contrary, a decrease in endogenous content
of both GAs was detected in roots. The rehydration period differentially modified JA and GAs
endogenous content in aerial and radical part. The results demonstrate that JA and GAs could be

interacting in regulation of the response to water stress of sunflower seedlings.

Key works: Gibberellins, Helianthus annuus L., Jasmonic acid, rehydration, water stress.
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INTRODUCCION

Origen, importancia y distribucion del cultivo de girasol

El origen del girasol (Helianthus annuus L.) se remonta a 3.000 afios a. C. en el norte de
México y Oeste de Estados Unidos, cultivado por las tribus indigenas de Nuevo México y
Arizona. Fue introducido en Espafia por los colonizadores y después se extendié al resto de
Europa.

El girasol es una de las oleaginosas mas ampliamente cultivadas en el mundo,
representando Argentina y el este europeo los principales centros de produccion. En nuestro pais
se cultiva desde el sudeste de la Region Pampeana (39°S) hasta la Region Chaquefia (26°S) (Fig.
1). Su cultivo en ambientes tan dispares y con rendimientos importantes resulta, en parte, a su
plasticidad como asi también al éxito de los fitomejoradores en seleccionar materiales adaptados
a las diferentes zonas de produccion.

Zona de Produccidn

Zona de Produccidn

Zona de Produccidn

Zona de Produccion

Zona de Produccion

Fig. 1. Areas de produccion de girasol en Argentina

La utilidad de esta especie radica principalmente en la produccidn de aceite comestible y
en menor medida para confiteria, alimentacion de aves y ornamentacién (Diaz-Zorita et al., 2003).
Las nuevas tendencias en salud humana hacia un mayor consumo de alimentos ricos en acidos
grasos insaturados convierte al aceite de girasol en uno de los més beneficiosos por su alto

contenido de grasas poliinsaturadas (&cidos grasos oleico, linoleico y linolénico).



Descripcién del material vegetal

El girasol pertenece a la familia Asteraceae, y su hombre cientifico es Helianthus annuus
L. Es una planta herbacea de gran porte, que puede alcanzar los dos metros de altura con un ciclo
de vida anual primavero-estival (Fig. 2). En esta especie existen numerosos tipos o subespecies
cultivadas como plantas ornamentales, oleaginosas y forrajeras.
Se caracteriza por tener raiz pivotante y un sistema de raices secundarias y terciarias que exploran
el suelo en sentido horizontal y vertical. El tallo de consistencia semi-lefiosa y maciza tiene un
didmetro variable entre 2y 6 cm. Las hojas son alternas, de color verde oscuro a verde amarillento,
pecioladas, dentadas y de aspera vellosidad tanto en el haz como en el envés. EI nimero de hojas
esta genéticamente determinado, variando entre 12 y 40 de acuerdo a su ciclo de crecimiento. La
inflorescencia, botanicamente un capitulo, posee dos tipos de flores: exteriores (pétalos
amarillos), estériles y dispuestas radialmente, tiene por funcion atraer a insectos polinizadores.
Mientras que las interiores son fértiles y estan formadas por una corola en forma de tubo. El fruto
seco es una cipsela de aproximadamente 3 a 20 mm de largo y 2 a 13 mm de ancho, con un
pericarpio fibroso y duro. Las semillas contienen una gran cantidad de acidos grasos insaturados
tales como: linoleico, oleico, palmitico y esteérico (Trapani et al., 2003).

Fig. 2. Plantula de girasol



El estrés hidrico y sus efectos en girasol

El estrés hidrico es uno de los factores mas acuciantes que afecta el crecimiento y
productividad de las plantas, definiendo la distribucion de los cultivos agricolas segin la
tolerancia de las diferentes especies y genotipos cultivados. La escasa humedad edafica tiene un
impacto negativo sobre el rendimiento del girasol, lo cual depende del estadio ontogénico de la
planta durante el cual ocurra el déficit hidrico. Asi, las mayores reducciones en el rendimiento se
observan cuando el periodo de sequia se produce entre floracion y maduracion de las semillas,
aunque ello ocurre s6lo cuando la implantacion del cultivo ha sido adecuada (Tréapani et al., 2003).

En el &rea central-oeste del pais, la superficie sembrada de girasol si bien se ha reducido
en los Gltimos afios debido a una disminucién en la rentabilidad del cultivo y a una serie de ciclos
hamedos “nifio”, ha alcanzado en la ultima campafia agricola (2015/2016) aproximadamente unas
250.000 ha. Actualmente debido al avance de la soja, el cultivo de girasol ha sumado areas
marginales al sistema agricola argentino (Adreani, 2008), entre ellas las constituidas por el sury
sur-oeste de Cdrdoba, este de San Luis y norte de La Pampa. Estas zonas se caracterizan por un
régimen hidrico con ciertas particularidades tales como deficiencia hidrica durante el ciclo del
cultivo, irregularidad en la distribucion de las precipitaciones ocurridas en un determinado afio y
escasa capacidad de almacenamiento de agua de los suelos por ser principalmente Ustortentes y
Haplustoles énticos. Asimismo, el uso generalizado de fertilizantes quimicos produjo cambios
fisico-quimicos en suelos y napas, potenciando los efectos de la sequia. A nivel regional (region
pampeana subhumeda-semiarida), la reubicacion del girasol en zonas con mayor riesgo
agroecoldgico y tierras de menor calidad afecta directamente su produccion, y por ende, a los
productores girasoleros, los cuales se estiman varian entre 3 a 5 mil (segun campafa agricola)
distribuidos desde el Chaco hasta el sur de la regién pampeana.

No obstante, el girasol es relativamente tolerante a la sequia debido a la capacidad de su
sistema radical para absorber agua de horizontes profundos del suelo, sin limitacién de
penetraciéon de las raices, razéon por la cual tiene potencial para convertirse en un cultivo
importante en ambientes subhlimedos-semiéridos. Ademas desarrolla algunos mecanismos de
adaptacion al déficit hidrico comunes a todas las plantas. Como consecuencia del estrés hidrico,
durante el desarrollo vegetativo del girasol se observan modificaciones morfoldgicas tales como
reduccion de altura y diametro del tallo principal, nimero de hojas y area foliar (Agele, 2003;
Turhan and Baser, 2004), mientras que se produce un aumento de la longitud radical a expensas
de la materia seca. La reduccion de la biomasa vegetal resulta en menor superficie foliar, lo cual
influye en la eficiencia del uso de la radiacion y por ende en la actividad fotosintética (Germ et
al., 2005). En la etapa de floracion, el estrés hidrico reduce la superficie transpiratoria mediante

induccion de la senescencia foliar (Aguirrezébal et al., 2001). Asimismo, se ha comprobado que



la cantidad y distribucion de agua tiene un impacto significativo sobre el aquenio y el rendimiento
en aceite (Igbal et al., 2005); por el contrario, la calidad del aceite no es una caracteristica
significativamente afectada por la sequia (Petcu et al., 2001). Diversas investigaciones han
revelado que las sefiales ambientales impactan directamente sobre los niveles hormonales
enddgenos influyendo en su homeostasis, lo cual permite a las plantas adaptarse rapidamente a
cambios adversos de su ambiente. En respuesta al estrés por sequia se produce incremento en la
sintesis de varias fitohormonas tales como Jasmonatos (JAs), acido abscisico (ABA), acido
salicilico (SA) y etileno (ET) y disminucion en la biosintesis de otras, tales como giberelinas
(GAs) (Van Haet al., 2014).

Hormonas involucradas en la regulacion de la respuesta a estrés hidrico

Jasmonatos (JAS): biosintesis y catabolismo

Los JAs conforman un grupo de humerosos compuestos precursores o derivados del &cido
jasmonico (JA) (Fig. 3) que ocurren naturalmente en el Reino Plantae, y por ser derivados de

acidos grasos poliinsaturados forman parte del grupo de las oxilipinas.

o

COOH

(3R, 7S)- acido jasmonico
(+)-7-iso- JA

Fig. 3. Estructura quimica del Acido jasménico

JA se origina a partir del acido graso poliinsaturado a-&cido linolénico (a-LA), 18:3 (Fig.
4). En plantas, especialmente las membranas cloroplésticas, constituyen una fuente muy rica de
LA esterificado en glicerolipidos y fosfolipidos. Actualmente se postula que la fosfolipasa A
(PLA) participa en la reaccion inicial para la generacion de metabolitos de la via lipoxigenasa
(LOX) produciendo la liberacion de LA. En Arabidopsis thaliana, la fuente de acidos grasos para
la biosintesis de JAs proviene de dos vias: una hexadecanoica (16:3) a partir del galactolipido
monogalactosildiacilglicerol (MGDG) (Stelmach et al., 2001), y otra octadecanoica (18:3) a partir
del fosfolipido fosfatidilcolina (Ishiguro et al., 2001).



El a-LA es sustrato de la enzima lipoxigenasa (LOX), la cual cataliza la insercion de
oxigeno en el aomo de C-9 (9-LOX) 6 C-13 (13-LOX), resultando en la formacion de
hidroperoxidos de &cidos grasos. JA es sintetizado a través de la rama AOS de la via 13-LOX. La
oxigenacion en el C-13 del LA por la 13-LOX conduce a la formacion de 13-hidroperdxido de
acido linolénico (13-HPOT), el cual es convertido por la accion de una 6xido de aleno sintasa
(AOS) a un 6xido de aleno altamente inestable (acido 12, 13-epoxioctadecatrieno), el cual en
presencia de una 6xido de aleno ciclasa (AOC) origina el &cido 12-oxo-fitodienoico (12-OPDA).
12-OPDA, primer compuesto ciclico producido, es reducido por OPDA reductasas 3 (OPR3) al
acido 3-oxo-pentenilo-ciclopentano-octanoico (OPC-8:0), el cual luego de tres ciclos de beta-
oxidacion origina (+)-7-iso-acido jasmdnico. La beta-oxidacion es catalizada por tres enzimas:
acil-CoA oxidasa (ACX), la enzima multifuncional (MFP) y la L-3-ketoacil-CoA tiolasa (KAT).
(+)-7-iso-acido jasmdnico es convertido rapidamente a su estereoisbmero mas estable, (-) JA,
posteriormente metabolizado a diferentes miembros de la familia de los jasmonatos. Entre ellos
podemos mencionar: JA conjugado con aminodcidos a través de una adenilacion en el &cido
carboxilico de la cadena lateral, catabolizado por JA-amino sintetasa (JARL), metilacion de JA
por una metil transferasa especifica, hidroxilacion en el C-11 o C-12 de la cadena pentenil y la
subsiguiente O-glicosilacion o sulfonacion, descarboxilacion de JA a cis-jasmone. En adicion, a
partir de JA se puede originar acido cucurbico por reduccion del grupo cetona del anillo
ciclopentanona, asi como jasmonoil-1-B-glucosa, jasmonoil-1-B-gentiobiosa y hidroxijasmonil-
1-B-glucosa. Asimismo, JA se puede conjugar con el acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico
(ACC), precursor de etileno (Staswick y Tiryaki, 2004). Recientemente se ha confirmado que el
acido 12-OPDA puede conjugarse con glutation (GSH) y de este modo ser transportado a vacuola
regulando asi la disponibilidad de JAs en los tejidos vegetales. En cuanto a la localizacion celular
de la biosintesis y metabolismo de JA se ha establecido que la misma ocurre en cloroplasto, donde
OPDA es sintetizado, en peroxisoma, donde tiene lugar la reduccion de OPDA por la OPR3, y
los pasos de beta-oxidacion, y en citoplasma, donde ocurren las diferentes modificaciones de JA
(Wasternack y Kombrink, 2010; Wasternack y Hause, 2013) (Fig. 4).
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Fig. 4. Biosintesis y catabolismo de JA (Adaptado de Stenzel et al., 2003)

Rol fisiologico de JAs en procesos normales del desarrollo y durante condiciones de estrés

de las plantas

JAs y procesos del desarrollo

En cuanto a las funciones de los JAs, en la década del ‘80 se comenzaron a describir

numerosos efectos fisioldgicos implicados en procesos normales del desarrollo de la planta, tales

como crecimiento y desarrollo de la raiz, promocion de la senescencia, dehiscencia de la antera'y



desarrollo del polen, inhibicién de germinacion de semillas, maduracion de frutos, abscision y
senescencia de hojas, enrollamiento de zarcillos, desarrollo de tricomas glandulares (Wasternack
y Hause, 2013).

Maciejewska y Kopcewicz (2003) demostraron la contribucion de JAs en el control del
crecimiento y el alargamiento de brotes y raices, y en la formacion de yemas florales en Pharbitis
nil. En Arabidopsis thaliana, JA es esencial para el desarrollo del gametofito masculino. En flores
de tomate, OPDA, JA y conjugados con amino&cidos y ésteres metilicos se acumulan en elevados
niveles, inclusive excediendo el detectado en hojas, encontrdndose en proporciones caracteristicas
en los diferentes 6rganos de la flor (Abdala y Cenzano, 2006).

La participacion de JAs en eventos morfogenéticos ha sido bien documentada. Ademas
de promover la expansion celular, estas fitohormonas pueden controlar la divisién celular y la
direccidn de crecimiento, interviniendo en la formacion de tejidos y 6rganos (Avanci et al., 2010).
Xue y Zhang (2007) demostraron que un aumento en los niveles enddgenos de MeJA provocaron

alteraciones visibles en la morfogénesis de soja.

JAs y condiciones de estrés abidtico

Asimismo, los JAs fueron propuestos como moléculas sefial que participan en las
respuestas de las plantas a una gran variedad de factores abioticos (Wasternack y Hause, 2002).
Particularmente, ha sido demostrado que los niveles endégenos de JAs incrementan frente a
sequia (Kang et al., 2005). No obstante, en ciertos casos la acumulacion de JAs durante este estrés
no es estable; por ejemplo, un incremento transitorio en el contenido endégeno de JA se observo
en plantulas de soja sometidas a estrés hidrico, y una subsiguiente disminucion a las 4 h (Creelman
y Mullet, 1995). En diversas especies vegetales una extensa bibliografia soporta la participacion
de JAs en la respuesta a estrés hidrico. En este sentido, el tratamiento con sorbitol o manitol
produjo un considerable incremento en los niveles de JAs (JA y su precursor OPDA) en plantas
de cebada, tomate y Arabidopsis thaliana (Kramell et al., 2000; Abdala et al., 2003; Seltmann et
al., 2010). Similarmente, un incremento de JA fue reportado en hojas de Asparagus officinalis,
en plantulas de Carica papaya y en plantas de Pinus pinaster Ait expuestas a estrés hidrico
(Pedranzani et al., 2007). En raices de plantas de citrumelo, una rapida y transitoria acumulacion
de JA fue observada a pocas horas del estrés hidrico severo, y este incremento permanecio
levemente més alto comparado con el control hasta el final del experimento (de Ollas et al., 2013).
Recientemente, altos niveles de JA, OPDA y JA-lle fueron detectados en raices estresadas de una
variedad tolerante de garbanzo (Cicer arietinum), lo cual sugiere un rol de JAs en eventos de

sefializacién temprana de la respuesta a estrés hidrico en esta especie, asi como su participacion



en mecanismos que le confieren tolerancia a este tipo de estrés (de Doménico et al., 2012).
Asimismo, Grebner et al. (2013) demostraron en raices de plantas de Arabidopsis silvestres una
acumulaciéon de OPDA y JA, mientras que el derivado JA-lle mantuvo sus niveles al limite de
deteccion. De modo similar, en plantas mutantes lox2, lox3 y lox4 se registré la misma tendencia
para OPDA y JA; en mutantes lox6 dichos compuestos fueron basales.

Por otra parte, es bien conocido que ademas los niveles enddgenos de JAs incrementan
en respuesta a otros tipos de estreses abioticos tales como estrés osmotico (Kramell et al., 2000),
salino (Reginato et al., 2012) y frio (Garbero et al., 2010).

Giberelinas (GAs): biosintesis y catabolismo

Las GAs son compuestos naturales de las plantas superiores que actan como importantes
reguladores de un amplio espectro de procesos del crecimiento y desarrollo. Respecto a su
estructura quimica, las GAs son diterpenos tetraciclicos acidos con un esqueleto basico formado
por un anillo de ent-giberelano (Fig. 5). Existen més de 121 GAs, la mayoria de las cuales fueron
aisladas de vegetales superiores; sin embargo, s6lo un grupo reducido presenta actividad
biolégica: GA1, GAs, GAsy GA-.

Fig. 5. Estructura quimica de GAs

Las GAs son sintetizadas a partir del geranilgeranil difosfato (GGDP), precursor comun
de los diterpenos de 20C. El primer paso especifico en la via de sintesis de GAs es la ciclizacion
de GGDP a ent-copalil difosfato (CPP). Este compuesto se convierte seguidamente en ent-
kaureno, el cual por oxidaciones secuenciales produce ent-kaurenol, ent-kaurenal y acido ent-
kaurenoico. Posteriormente el acido kaurenoico se hidroxila y luego, por contraccién del anillo &3,
se origina GA1.-aldehido, subsecuentemente éste se oxida para formar GAi,. Este compuesto
puede incorporar un grupo hidroxilo en el C-13 y convertirse en GAss, primer miembro de la via

de sintesis 13-hidroxilativa. GA1. y GAss pueden convertirse a varias GAs intermediarias y
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bioactivas, incluyendo GA1y GA., a través de dos vias paralelas que incluyen una serie de pasos
de oxidacidn, catalizados por GA 20-oxidasas (GA200x) y 3-oxidasas (GA30x) (Sun, 2008) (Fig.
6).

GGDP

by
ent-kaureno
NI COH GA_-;. CoH

ac:|do ent kaurenoico
HOzHC

@%@@

GA,;; _F' GA, s —F— GA,,

"COHCO:H

GA;; —b— GA4, —> GA,, GAz —b— GA1

®\ c 2
ﬂ,

G5 s

Fig. 6. Biosintesis de GAs (Adaptado de Sun, 2008).

Rol fisioldgico de GAs en procesos normales del desarrollo y durante condiciones de estrés

de las plantas
GAs y procesos del desarrollo

Estas fitohormonas modulan una amplia diversidad de respuestas del crecimiento
vegetativo y reproductivo de las plantas. Los efectos mas evidentes se observan en la germinacién
de las semillas, ya que sustituyen los requerimientos de luz o frio que algunas especies necesitan
para germinar (Seo et al., 2009). En cereales regulan la hidrolisis de las sustancias de reserva
presentes en el endosperma, a partir de la sintesis y liberacion de enzimas hidroliticas (como la a-
amilasa) (Ogawa et al., 2003). Ademas, regulan el desarrollo del polen y la induccion de la
floracion, el cuajado de los frutos, la promocién de la elongacion del hipocotilo y del tallo
('Yamaguchi, 2008), entre otros. Las GAs, de forma similar a las restantes fitohormonas, producen
efectos pleiotrépicos durante el desarrollo y crecimiento. Estas respuestas ademas influyen a nivel
celular. En tal sentido, GAs activan la division celular al acortar la interfase del ciclo celular e

inducir a las células en subfase G; a sintetizar ADN. También modifican la extensibilidad de la
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pared celular, inducen la deposicion transversal de los microtibulos y participan en la regulacién

del transporte de calcio.

GAs y condiciones de estrés abiodtico

Las giberelinas constituyen otro importante grupo de fitohormonas involucradas en las
respuestas a distintos estreses abioticos (Colebrook et al., 2014), los cuales influyen directamente
sobre los niveles enddgenos de GAs bioactivas. Particularmente, diversos estudios demostraron
que GAs marcadamente disminuyen ante situaciones de estrés hidrico debido a que se inhibe su
biosintesis y/o se induce su degradacion (Abdalla and El-Khoshiban, 2007). La reduccion del
crecimiento en respuesta a estrés hidrico puede ser debida, al menos parcialmente, a una baja
produccién endégena de GAs o bien a la sensibilidad de la planta para responder a dicha hormona.
Los primeros reportes demostraron que el estrés hidrico redujo la acumulacion de GAs en lechuga
(Aharoni et al., 1977), alamo (Rood et al., 2000) y durante el llenado del grano en arroz (Yang et
al., 2001). Asimismo, en hojas de plantulas de maiz sometidas a estrés hidrico (ocasionado por
PEG) los niveles de GAs disminuyeron considerablemente. De este modo, durante los primeros
tres dias de tratamiento el nivel de GAs decrecio un 76% respecto al control. En lo sucesivo, el
nivel hormonal declind mas rapidamente y alcanzd 48.86% y 29.26% luego de 3 y 7 dias de

tratamiento, respectivamente (Wang et al., 2008).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis

1- El estrés hidrico afecta el crecimiento temprano de plantulas de girasol produciendo cambios
morfoldgicos y fisioldgicos.

2- Durante el estrés hidrico se producen modificaciones en los niveles enddégenos de
fitohormonas relacionadas con la respuesta a estrés hidrico y con el crecimiento vegetal tales
como Jasmonatos y GAs.

3- Al restablecerse las condiciones hidricas favorables -periodo de recuperacién- los parametros
morfoldgicos y fisiolégicos alcanzan valores similares a aquellos registrados para plantulas

crecidas bajo condiciones éptimas de humedad.

Objetivo General

Caracterizar la respuesta a estrés hidrico moderado de plantulas de girasol de la linea B71

(tolerante a estrés hidrico) a través del analisis de pardmetros morfoldgicos y fisiolégicos.

Objetivos Especificos

1- Medir parametros de crecimiento en plantulas crecidas en condiciones Optimas de humedad,
sometidas a estrés hidrico moderado y rehidratacion durante 3, 5 y 8 dias (periodo de

recuperacion).

2- Cuantificar los niveles hormonales enddgenos (acido jasmonico, giberelina A; y giberelina

A.) en plantulas crecidas bajo las condiciones mencionadas en el objetivo especifico 1.

3- Analizar la respuesta de las plantulas al restituirse las condiciones hidricas adecuadas luego

del estrés. Correlacionar dicha respuesta con la sensibilidad de la linea en estudio.
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MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Para la realizacién de los ensayos programados se utilizaron semillas de girasol de la linea
endocriada B71 (tolerante a estrés hidrico), provistas por EEA-INTA Manfredi (Cérdoba).

1. Ensayo de germinacion

Cien semillas, previamente desinfectadas con hipoclorito de sodio 3%, se sembraron en
bandejas conteniendo como soporte toallas de papel humedecidas a saturacion con agua destilada.
Las bandejas fueron cubiertas con bolsas de nylon a fin de lograr una adecuada presion de vapor
ambiental cercana a saturacion y se colocaron a germinar en Cuartos Ambientales Conviron PR48
programados con 8 h de oscuridad a 18 °C y 90% de HR y 16 h de luz (130 pE.m?.s1) a 28 °Cy
80% de HR, por el término de 48 h. Como criterio de germinacion se consideré la profusion de la
radicula a través del pericarpo. Se cosech6 el 50% de semillas germinadas que tuvieron una

longitud radical dentro del rango (X + §). Las experiencias se realizaron por cuadriplicado.

2. Ensayo de crecimiento temprano y tratamiento de estrés hidrico

Las cincuenta semillas seleccionadas se transplantaron en bandejas conteniendo arena
fina como sustrato. EI contenido hidrico al momento de la siembra fue de 60% de capacidad de
campo. Cada bandeja se coloc6 dentro de una bolsa de nylon abierta en la parte superior a fin de
mantener cierta humedad ambiental (no saturacion). Las mismas se mantuvieron durante 15 dias
en Cuartos Ambientales programados segun condiciones antes descriptas. A los 4 dias del
transplante (6 dias de edad de las plantulas), y posteriormente cada tres dias hasta la finalizacion
del experimento, las plantulas fueron regadas mediante ascenso capilar de acuerdo a los siguientes

tratamientos:

1- Hoagland 50% de fuerza i6nica (control).

2- Manitol 400 mM (agente de estrés hidrico moderado).

3- Control Reh. (control del periodo de rehidratacion)

4- Manitol 400 mM + 3 dias Hoagland 50% de fuerza idnica (estrés hidrico y posterior
rehidratacion por 3 dias: Reh-T1).

5- Manitol 400 mM + 5 dias Hoagland 50% de fuerza idnica (estrés hidrico y posterior
rehidratacion por 5 dias: Reh-T2).

6- Manitol 400 mM + 8 dias Hoagland 50% de fuerza idnica (estrés hidrico y posterior

rehidratacion por 8 dias: Reh-T3).
Se realizaron 5 ensayos independientes. Durante y al finalizar el experimento, se evalué:

conductancia estomatica y longitud de parte aérea (LPA).
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3. Ensayo de rehidratacion

Luego de 5 dias de tratamiento de estrés hidrico moderado (riego con manitol 400 mM)
las plantulas estresadas se colocaron en condiciones 6ptimas de crecimiento (riego con Hoagland
50% de fuerza ionica durante 3, 5y 8 dias) con la finalidad de evaluar la recuperacion post-estrés.
Para cada tiempo de rehidratacion (Rec-T1, T2 y T3), durante el transcurso y al momento de

cosecha se midid: conductancia estomatica y LPA.

4. Determinacion de longitud de parte aérea y conductancia estomatica

Al 4to. dia de post-siembra en arena, se midié LPA (altura del tallo principal desde la
base hasta el apice) a la totalidad de plantulas emergidas para cada tratamiento, y a continuacion
se seleccionaron 15 entre aquellas que presentaron una longitud aérea comprendida dentro del
rango (X + &). Posteriormente, a los 10 y 18 dias post-siembra se realizaron dos lecturas de LPA
a las 15 plantas seleccionadas para cada tratamiento.

La lectura de la conductancia estomatica se obtuvo a partir de hojas sanas y maduras con
un porémetro LI-1600 (Li-Cor, Inc.). La medicion se efectud sobre la parte media de la hoja,
considerandose siempre la misma. Se realizaron cinco lecturas independientes, las cuales fueron

registradas a las 9:00 am.

5. Determinacion de niveles hormonales enddgenos

La extraccion y purificacion de JA, GA1 y GA4 se llevo a cabo segin protocolo de
Durgbanshi et al. (2005) con modificaciones. Para ello, 100 mg de peso seco de parte aérea y
radical de plantulas (controles, estresadas y rehidratadas) se trituraron en mortero con N2 liquido
y 2 ml de agua deionizada (solvente de extraccion). Los extractos se transvasaron a tubos Falcon
de 50 ml y se le adicionaron los estandares internos correspondientes a cada una de las
fitohormonas arriba mencionadas. Cada muestra se homogeneiz6 brevemente en ultraturrax (20
seg.) y luego se centrifugaron a 7500 rpm durante 15 min. Se recogié el sobrenadante y se ajustd
el pH a 2,8-3.2 con &cido acético 30%. Posteriormente se realizé una doble particion con éter
etilico, se descartaron las fases acuosas y se recogieron las fases orgéanicas, llevandose a sequedad
en evaporador rotativo. Los extractos secos se resuspendieron con 1,5 ml de metanol, filtraron a
través de un filtro de jeringa (velocidad de flujo menor a 1 ml/min.) en camara de vacio y se
secaron a temperatura ambiente en SpeedVac. El andlisis de los compuestos de interés se efectud
mediante Cromatografia Liquida-Espectrometria de Masas Tandem (LC-ESI/MS-MS), equipo
gue detecta compuestos con actividad hormonal a nivel de pmol. Para ello, los extractos secos se

resuspendieron en 50 pl de metanol para la purificacién mediante un cromatografo Alliance 2695
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(Waters, Inc., California, USA) equipado con una bomba cuaternaria con auto inyector de
muestra. Se empled una columna Resteck C18 (Resteck USA, 2.1 x 100 mm, 5 pm) a 25°C, con
un volumen de inyeccion de 10 pl. La elucion se llevd a cabo en gradiente con un sistema de
solvente binario: 0.2% HOACc en H,0 (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). La identificacion y cuantificacion se procedié mediante un espectrometro
de masa de doble cuadrupolo (Micromass Quatro Ultima'™ PT, Manchester City, UK). Se utilizd
una fuente de electrospray en modo de ionizacion negativo para todos los andlisis. La
cuantificacion se llevé a cabo por inyecciéon de las muestras en modo MRM (Monitoreo de
Reacciones Mdltiples). La adquisicion de datos por MRM se efectud por monitoreo de iones

parentales y transiciones para JA, GA:1 y GA4, y los estandares correspondientes a cada una.

Reproducibilidad de las determinaciones

Las experiencias se realizaron utilizando un disefio totalmente aleatorizado con 4
repeticiones por cada tratamiento: control, estrés hidrico moderado y rehidratacion post-estres.
Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados mediante Analisis de la Varianza de una via
(ANNOVA) a fin de determinar diferencias significativas entre medias de las variables
evaluadas. Se emple6 a posteriori un test de Rangos Multiples (LSD de Fisher; p< 0.05). El

software utilizado fue InfoStat Proffesional.
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RESULTADOS

A fin de abordar la caracterizacion morfo-fisiologica de plantulas de la linea tolerante
B71, se determind la longitud de parte aérea, conductancia estomatica y contenido end6geno de
fitohormonas (JA, GA1 y GA4) en respuesta a estrés hidrico moderado y rehidratacion posterior
durante 3, 5y 8 dias (Figs. 7, 8,9, 10y 11).

Evaluacion morfoldgica

A los 4, 10 y 18 dias se midié LPA (Fig. 7). Al inicio del tratamiento (4 dia) no se
registraron diferencias significativas entre los tratamientos ensayados. Por el contrario, a los 10
dias post-siembra se registré mayor LPA en la condicion control. Notablemente, no se observd
modificacion en este parametro durante el transcurso del periodo de rehidratacion. A los 18 dias,
las plantulas controles presentaron mayor crecimiento con respecto a los 10 dias, lo cual se
evidencio en un incremento significativo de 10 veces en LPA. Similarmente, las plantulas
estresadas mostraron un leve crecimiento -aunque significativo- en comparacion al registrado a
los 10 dias. Las plantulas evidenciaron un aumento gradual en LPA durante el tiempo de
rehidratacion, con diferencias estadisticamente significativas a los 8 dias en relacion a las

plantulas estresadas (Fig. 7).
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Fig. 7. Longitud de parte aérea (LPA) de plantulas de la linea B71, controles, tratadas con
manitol y rehidratadas por 3, 5y 8 dias (n=5 + SE); P < 0.05. Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas.
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Evaluacion fisiologica

Conductancia estomatica

La conductancia estomética fue evaluada a 6 dias del comienzo del riego con manitol (10
dias de edad de las plantulas) a fin de verificar un efecto inicial rapido del estrés hidrico impuesto.
Se observd que el estrés ocasiond un descenso significativo de 9 veces respecto a la condicion
control. Posteriormente, al finalizar el periodo de estrés (18 dias de edad de las plantulas) se
evidencio una reduccion de 27 veces en relacion a los valores obtenidos en la condicion control
(Fig. 8A).

La conductancia estomatica es un parametro fisioldgico afectado no so6lo por factores
ambientales sino también por su propia fluctuacion diaria (Collatz et al., 1991) asi como por la
edad de la hoja (Vos and Oyarzin, 1987), entre otras variables. Por lo tanto, la diferencia
observada entre valores control de plantulas de 10 y 18 dias de edad seria consecuencia, al menos

en parte, de la desigualdad en su crecimiento foliar.
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Fig. 8A. Conductancia estomética en hojas de plantulas de la linea
B71, controles y tratadas con manitol (n=5 + SE); P < 0.05. Letras
diferentes indican diferencias estadisticamente significativas.

Al momento de cosecha, una caida abrupta y significativa (28 veces) en la conductancia
estomatica se detectd en respuesta al tratamiento de estrés hidrico (manitol 400 mM).
Posteriormente, durante el transcurso de la rehidratacion se registrd una leve y gradual
recuperacion en la conductancia estomatica, aunque no fue posible alcanzar el valor detectado

para las plantulas controles a ninglin tiempo considerado (Fig. 8B).
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Fig. 8B. Conductancia estomatica en hojas de plantulas de la linea
B71, controles, tratadas con manitol y rehidratadas por 3, 5y 8 dias
(n=5 + SE); P < 0.05. Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas.

Contenido hormonal endégeno

Acido jasmonico en plantulas estresadas y rehidratadas

En las Fig. 9A y B se muestran los niveles endégenos de JA detectados en parte aérea y
radical de plantulas de la linea B71.

En respuesta al tratamiento de estrés hidrico generado por la aplicacion de manitol, no se
observé aumento en el contenido enddgeno de JA en parte aérea con respecto al contenido
cuantificado en las plantulas controles (Fig. 9A). Por otra parte, a los 5 dias de rehidratacion se
registraron niveles endogenos constantes de JA en parte aérea en relacion a los niveles de las
plantulas controles rehidratadas. A partir del 5°. dia de rehidratacion, el contenido de JA se
recuperé en relacion al de las plantulas estresadas (Fig. 9A).
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Fig. 9A. Niveles enddgenos de JA en parte aérea de plantulas B71, controles, tratadas con

manitol y rehidratadas por 3, 5 y 8 dias (n=5 + SE); P < 0.05. Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas.

En parte radical el contenido endégeno de JA incrementd significativamente en las
plantulas estresadas (Fig. 9B). No obstante, a los 5 dias de rehidratacion esta fitohormona alcanzé
mayores valores que los cuantificados en la condicion Control Reh., observandose ademéas una

recuperacion post-estrés. Notablemente, un descenso significativo en el nivel de JA se evidencio
a los 8 dias de rehidratacion (Fig. 9B).
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Fig. 9B. Niveles enddgenos de JA en parte radical de plantulas B71, controles, tratadas

con manitol y rehidratadas por 3, 5y 8 dias (n=5 + SE); P < 0.05. Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas.
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Giberelinas en plantulas estresadas y rehidratadas

Entre las condiciones ensayadas, en parte aérea el estrés hidrico moderado generado por
manitol 400 mM incrementd significativamente (3 veces) el nivel de GA: respecto al control (Fig.
10A). La rehidratacion por 3 dias gatillé un incremento sustancial de GA;, el cual permanecid
estable hasta el final del periodo de rehidratacion (Reh. 8 dias). Asimismo, a partir del 5 dia, el

contenido de GA: se recupero, superando el valor registrado en plantulas del Control Reh. (Fig.
10A).
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Fig. 10A. Niveles enddgenos de GA; en parte aérea de plantulas B71, controles, tratadas

con manitol y rehidratadas por 3, 5y 8 dias (n=5 + SE); P < 0.05. Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas.

En respuesta al estrés hidrico moderado, GA; disminuyd en forma leve -no significativa-
en parte radical de las plantulas tolerantes (Fig. 10B). Luego, esta fitohormona presentd un
aumento gradual y sostenido a partir del comienzo del periodo de rehidratacion (Reh. 3 dias),
evidenciando diferencias estadisticamente significativas respecto a Control Reh. s6lo a los 8 dias.

Asimismo, una recuperacion post-estrés fue notoria Gnicamente a los 8 dias (Fig. 10B).
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Fig. 10B. Niveles end6genos de GA; en parte radical de plantulas B71, controles, tratadas
con manitol y rehidratadas por 3, 5y 8 dias (n=5 + SE); P < 0.05. Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas.

Respecto al contenido de GA4 en parte aérea, un incremento significativo de 2 veces se
registré en respuesta a la condicién de estrés hidrico moderado (Fig. 11A). A partir del tercer dia
de rehidratacion, las plantulas evidenciaron una adecuada recuperacion, ya que el valor obtenido
para GA, superd al de las plantulas controles rehidratadas, y posteriormente se mantuvo constante
hasta el final del periodo de rehidratacion. Por otra parte, no se observaron cambios entre los
tiempos de rehidratacion considerados (Reh. 3, 5y 8 dias) (Fig. 11A).
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Fig. 11A. Niveles enddgenos de GA4 en parte aérea de plantulas B71, controles, tratadas

con manitol y rehidratadas por 3, 5y 8 dias (n=5 + SE); P < 0.05. Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas.
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En parte radical, el contenido enddgeno de GA. se redujo significativamente en las
plantulas estresadas (Fig. 11B). Similarmente a lo observado en parte aérea, a partir del tercer dia
de rehidratacion la parte radical mostré un incremento (aunque no significativo) de GA4
comparado con aquel cuantificado en las plantulas controles rehidratadas; como asi también, no
hubo variaciones en el contenido de esta fitohormona entre los distintos tiempos de rehidratacion.
Durante el periodo de rehidratacion se observd una recuperacion de GA4, la cual fue suficiente

para alcanzar y superar el nivel de hormona registrado en las plantulas estresadas (Fig. 11B).
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Fig. 11B. Niveles end6genos de GAs en parte radical de plantulas B71, controles, tratadas
con manitol y rehidratadas por 3, 5y 8 dias (n=5 + SE); P < 0.05. Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas.
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DISCUSION

El déficit hidrico -problema que se agudiza en el marco del cambio climético global-
ocasiona con frecuencia periodos de estrés hidrico que impactan negativamente sobre los cultivos.
Asi, este tipo de estrés abidtico es uno de los factores ambientales mas acuciantes que afecta el
crecimiento y productividad de las plantas (Roche et al., 2009), definiendo la distribucién de los
cultivos agricolas segun la tolerancia de las diferentes especies y genotipos cultivados. Sus efectos
adversos son de naturaleza heterogénea y pueden afectar a todas las etapas ontogénicas de la
planta. Sin embargo, dependiendo de cada especie, etapas criticas como germinacion, estadio de
plantula y floracion pueden ser las mas sensibles frente a condiciones de estrés hidrico (Ahmad
et al., 2009).

Los efectos del estrés hidrico en las plantas han sido bien documentados en muchos
informes. Sin embargo, las respuestas combinadas a sequia y rehidratacién son relativamente
escasas. La extension del periodo de recuperacion depende de la especie, intensidad y duracion
del periodo de estrés (Xu et al., 2010).

Ha sido bien documentado que la fase inicial de crecimiento y establecimiento de una
planta puede verse afectada por situaciones de estrés hidrico, el cual representa uno de los
principales estreses abidticos que limita severamente el desarrollo y productividad de los cultivos
(Shao et al., 2008). Entre los cultivos de interés agricola, el girasol es una especie de tolerancia
moderada frente a estrés hidrico. En este estudio, plantulas de girasol de la linea endocriada B71
(tolerante a estrés hidrico) presentaron algunas alteraciones en parametros morfoldgicos y
fisioldgicos luego de ser sometidas a un breve periodo de estrés hidrico moderado generado por
la aplicacion de manitol. De acuerdo a nuestros resultados, la reduccién en la longitud de parte
aérea en plantulas estresadas podria estar asociada con una limitacion en la division y expansion
celular debido a una disminucién en la turgencia ocurrida en respuesta al estrés hidrico.
Similarmente, un descenso en el valor de este parametro también fue reportado en diversas
especies tales como papa (Heuer y Nadler, 1995), soja (Specht et al., 2001; Zhang et al., 2004),
Vigna unguiculata (Manivannan et al., 2007), Abelmoschus esculentus (Sankar et al., 2007; 2008)
y Petroselinum crispum (Petropoulos et al., 2008) sometidas a distintos niveles de estrés hidrico
(Keyvan, 2010). En adicion, la longitud de parte aérea de plantulas de citrus se redujo hasta un
25% en respuesta a estrés hidrico (Wu et al., 2008).

Es bien conocido que el “status” hidrico de la hoja se relaciona directamente con la
conductancia estomatica y la tasa transpiratoria (Medrano et al., 2002). Los resultados obtenidos
en este estudio mostraron que el riego con manitol 400 mM durante 14 dias produjo un estrés
hidrico moderado, lo cual gener6é una importante reduccion de la conductancia estomética en
plantulas de 10 dias de edad. Este hallazgo concuerda con Boureima et al. (2011) y Ghobadi et

al. (2013) quienes también reportaron un descenso en el valor de conductancia estomética en
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plantas de sésamo y trigo sometidas a estrés hidrico generado por supresion del riego.
Notablemente, la disminucidn en los valores de conductancia estomatica entre plantulas de 10 y
18 dias de edad podria atribuirse al avance del propio crecimiento vegetativo. En concordancia,
en trigo se registrd una reduccion de la conductancia a medida que transcurrid la ontogenia de la
planta (Xie and Lou, 2003). Cabe destacar que en nuestro sistema experimental la conductancia
estomatica no decayo0 a cero en ninguna de las condiciones ensayadas. Esto indicaria que el estrés
hidrico impuesto ocasiond sélo el cierre parcial de los estomas, por lo tanto, las plantulas fueron
capaces de mantener un valor umbral de conductancia estomatica.

Las plantas por su caracteristica de organismos sésiles no pueden escapar de los distintos
eventos de estrés ambiental, por lo tanto deben ser capaces de percibir y responder
apropiadamente a los mismos. Este mecanismo de respuesta al estrés es complejo y requiere de
un sistema de control que se active de acuerdo a las tensiones externas. Entre los posibles
mecanismos de regulacion fisiolégica uno de los mas estudiados es el mediado por diversas
fitohormonas. Entre algunas de las hormonas implicadas en la respuesta frente a las condiciones
de estrés ambiental se encuentran los JAs y el &cido abscisico (ABA) (Sreenivasulu et al., 2012;
Wasternack, 2013; Llanes et al., 2016). Las GAs si bien estan involucradas en el crecimiento
vegetal, actualmente se reconoce su rol en las respuestas al estrés (Llanes et al., 2016).

Tradicionalmente, los JAs han sido asociados con las respuestas de defensa frente a
estreses bidticos. No obstante, en general, una caracteristica comin de la mayoria de las plantas
utilizadas como modelos experimentales es su capacidad para responder a situaciones de estrés
bidtico y abidtico a través de la induccion de la via de sintesis de JA (Wasternack y Hause 2002).
Particularmente, en respuesta a estrés abiodtico generado por NaCl o manitol/sorbitol se han
observado diferentes patrones de JAs (Kang et al., 2005; Huang et al., 2009). Algunas
investigaciones recientes demostraron que la acumulacion de JA no es una respuesta estable
durante el estrés hidrico. Por ejemplo, se reporté que plantas de soja sometidas a estrés hidrico
exhibieron un aumento transitorio de JA, seguido de una disminucion por debajo de los niveles
normales (Creelman and Mullet, 1995). Respecto a nuestros resultados, en parte aérea de plantulas
sometidas a estrés hidrico moderado no se registré modificacion en el contenido de JA, hecho que
concuerda con lo informado por Aimar et al. (2014) en hojas estresadas de un cultivar de P.
virgatum, en las cuales JA no fue afectado por el estrés hidrico aplicado mediante supresion del
riego. A pesar de estas fluctuaciones, en la literatura existen numerosos antecedentes que
demuestran un aumento endégeno de JA bajo estrés abiotico. Por ejemplo, JA aument6 en hojas
de Asparagus officinalis (Gapper et al., 2002), en plantulas de Carica papaya (Mahouachi et al.,
2007), en plantas de Pinus pinaster (Pedranzani et al., 2007), en hojas y raices de Oryza sativa
(Du et al., 2013) y en portainjertos de un citrico comercial (de Ollas et al., 2013) expuestos a
condiciones de sequia. Otros jasmonatos tales como OPDA y JA-lle, podrian estar actuando como

moléculas sefial para mediar la respuesta a estrés en la parte aérea.

23



La raiz constituye el primer 6rgano que rapidamente sensa la escasez hidrica del suelo, y
debido a esto debe ser un punto central en la respuesta de la planta frente al estrés hidrico. Asi, la
longitud de la raiz principal y la produccion de raices laterales representan las principales
caracteristicas afectadas por el estrés hidrico. En este trabajo, una acumulacién significativa de
JA en parte radical posterior a la aplicacion de manitol nos permite proponer que esta fitohormona
podria desempefar un rol especifico en raiz mediante la inhibicién de la elongacion y division de
sus células y, como consecuencia, de su longitud en respuesta a estrés hidrico moderado en
plantulas de esta linea tolerante. Este resultado nos lleva a confirmar que las raices constituyen
un sitio per se de sintesis de JA, independientemente de la parte aérea. De este modo, JAs
enddgenos son capaces de modificar la arquitectura radical en plantulas de girasol, tal como fue
reportado previamente por Corti-Monzén et al. (2012). En la linea tolerante bajo estudio (B71),
ésta puede ser considerada una adaptacion morfolégica sustancial para la produccion de un
sistema radical adecuado y el establecimiento de la plantula. En concordancia con nuestros
resultados, el contenido enddgeno de JA aumento en células radicales de maiz sometidas a estrés
hidrico (Xin et al., 1997). Similarmente, en raices de arroz el tratamiento de estrés hidrico gatillé
un incremento de JA asi como la induccién de genes gque codifican enzimas de la biosintesis de
JA (Tani et al., 2008). Poltronieri et al. (2014) informaron un notorio incremento en el contenido
enddgeno de OPDA, JA 'y JA-lle en raices de una variedad de garbanzo tolerante a estrés hidrico,
lo cual fue concomitante con la induccion de la expresién de genes de la biosintesis de JA. Dichos
resultados sugieren que estas oxilipinas podrian actuar coordinadamente para la total activacion
de la respuesta de las raices a estrés hidrico. De acuerdo a lo antes expuesto, en ciertos estudios,
se reportd que JA es capaz de mejorar la tolerancia de las especies cultivadas a la sequia; no
obstante, en otros, esta fitohormona ocasioné una notable reduccion en su crecimiento y
rendimiento. Por consiguiente, el rol especifico de JA en el estrés hidrico continGa siendo
controvertido. Esto puede asociarse a que las respuestas observadas dependen de la especie
vegetal y del tejido en cuestion asi como también de las diferentes intensidades de déficit hidrico.

Es bien conocido que las GAs estan implicadas en procesos del crecimiento de
las plantas, aunque en los Ultimos afios su rol estuvo asociado también con la tolerancia a estrés
abidtico. Asi, en respuesta a un tipo de estrés abiotico especifico, el contenido endégeno de GAs
podria ser responsable de la supresion o promocion del crecimiento (Colebrook et al., 2014).
Particularmente, existe escasa literatura referente a la influencia del déficit hidrico sobre el
metabolismo de GAs, aunque el estrés osmético -a menudo empleado como indicador de estrés
hidrico- fue reportado por producir una disminucion en el contenido endégeno de GAs en hojas
de maiz (Wang et al., 2008). En contraposicion, nuestros resultados indican que el aumento en el
contenido de GAs de parte aérea, gatillado por la aplicacion de manitol (estrés hidrico moderado),
estuvo asociado con la reduccién en la longitud de la parte aérea registrada en las plantulas

estresadas. Este hecho se deberia al rol predominante que desempefian las GAs en la inhibicion

24



de la proliferacidon y expansion celular en situaciones de estrés abidtico. Estudios previos han
demostrado la funcion de GAs en la restriccion del crecimiento en respuesta a estrés abiotico. Por
ejemplo, la exposicion de plantulas de Arabidopsis a una baja concentracion de manitol resultd
en una reduccion del 50% del tamafio foliar debido al efecto inhibitorio de GAs sobre el
crecimiento celular (Skirycz et al., 2011; Claeys et al., 2012). Por otra parte, el conocimiento de
la via de sintesis de GAs y su regulacion demostrd que existe un control local de la produccion
de GAs activas a través de la planta, lo cual sugiere una regulacién de su produccién
independiente entre la parte aérea y radical. En este estudio, la disminucién en el contenido
enddgeno de GAs detectada en parte radical se deberia probablemente a una inhibicion de la via
de sintesis y/o una activacion de su catabolismo en respuesta a estrés hidrico. De hecho, ha sido
reportado que maltiples genes involucrados en la biosintesis de GAs son regulados
negativamente. Por otro lado, a menudo, diferentes procesos del crecimiento mediados por GA
involucran complejas interacciones con otras fitohormonas (Gao et al., 2011). En tal sentido,
diversos estudios revelaron que alteraciones en el contenido enddgeno de GA pueden influenciar
la acumulacion, transporte, sefializacion e incluso las funciones fisiolégicas de otras hormonas.
Asi, la represion de la biosintesis de GA podria estar mediada por la activacion de la biosintesis
de ABA en raices de lineas de arroz tolerantes a estrés hidrico (Moumeni et al., 2011).
Conjuntamente, estos resultados sugieren que el control hormonal del crecimiento vegetal implica
una compleja red de regulacién entre numerosas fitohormonas.

El “crosstalk entre hormonas vegetales es un fenémeno comin que puede atribuirse a la
plasticidad en las respuestas de las plantas frente a estrés y a la regulacion precisa de la expresion
génica. En procesos normales del crecimiento vegetal y en respuestas de defensa existe un
crosstalk entre GA 'y JA, el cual esta mediado por las proteinas represoras DELLA y JAZ, quienes
interactlan directamente unas con otras (Riemann et al., 2015). En consecuencia, el crecimiento
y la respuesta a estreses son fendmenos mantenidos por un balance entre las vias de sefializacion
GA-JA (Wasternack and Hause 2013).
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CONCLUSIONES

El estrés hidrico moderado modificé parametros morfologicos (longitud de la parte aérea)
y fisioldgicos (conductancia estomatica y niveles hormonales end6genos) en plantulas de

girasol de la linea B71 (tolerante a estrés hidrico).

La acumulacion de JA en raices de plantulas estresadas modificaria la arquitectura radical
permitiendo asi una importante adaptacion morfol6gica para la tolerancia al estrés
hidrico.

Bajo condiciones de estrés hidrico moderado, el incremento de GAs en parte aérea estaria
asociado con la inhibicion de la proliferacion y expansion celular, lo que determinaria la

reduccion en la longitud de la parte aérea.

Durante el periodo de rehidratacion se modificaron los niveles enddgenos de JA y GAs,
aunque por lo general no se logro revertir el efecto del estrés hidrico durante los tiempos

de recuperacion estudiados.
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