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RESUMEN

En los sistemas productivos la dormicion en semillas es una caracteristica no
deseada, ya que una germinacion rapida y uniforme es requerida después de la
siembra. El objetivo de este trabajo fue estudiar la interaccion de
brasinoesteroides (BRs), estrigolactonas (SLs) y acido absisico (ABA) en la
germinacion y dormicion de semillas de lineas endocriadas de girasol con
diferentes niveles de dormicién a cosecha. Para esto, se determind el poder
germinativo de semillas de girasol de las lineas Xi3, Xi3dm y X274 antes y
luego de la aplicacion de tratamientos exdgenos con reguladores del
crecimiento. El nivel enddgeno de ABA, deoxiestrigol y castasterona se
determiné en embridn y cubiertas seminales de semillas secas. Por otro lado,
estos compuestos fueron cuantificados en eje embrionario de semillas Xi3
tratadas con reguladores de crecimiento efectivos en la ruptura de la dormicién
durante la imbibicion temprana. Las hormonas se extrajeron por una doble
particion con éter etilico, y se identificaron y cuantificaron mediante
Cromatografia Liquida-Espectrometria de Masas en Tandem (LC-ESI/MS-MS).
Las lineas con dormicion a cosecha (Xi3 y Xi3dm) presentaron mayores niveles
endogenos de ABA en embridn, mientras que en la linea X274, sin dormicion,
los niveles de ABA fueron superiores en las cubiertas seminales. En cuanto a
deoxiestrigol los mayores niveles enddgenos se registraron en la testa,
mientras que el pericarpo presenté los menores niveles en todas las lineas
analizadas. Para castasterona no se observd ningun patron hormonal
claramente definido en los diferentes tejidos de las tres lineas. Los tratamientos
mas efectivos en la ruptura de la dormiciéon de semillas de girasol fueron GAs3 y
Ethephon, solos o combinados. La aplicacién de tratamientos exdgenos de
reguladores del crecimiento efectivos en la ruptura de la dormicién en girasol
modificéd los niveles enddgenos de ABA, BRs y SLs en eje embrionario. En lo
que respecta a ABA, durante la imbibicion todos los tratamientos redujeron de
manera significativa el nivel endégeno de esta fitohormona respecto a las 0 h.
En relacién a deoxiestrigol, a las 12 h de imbibicion alcanzo niveles endogenos
relativamente menores en eje embrionario tratados con GAs solo o combinado
con Ethephon respecto a la condicion control. En cuanto a castasterona, un
incremento notable se registroé a las 12 h imbibicion en eje embrionario de Xi3
luego de los tratamientos exdgenos. Estos resultados demuestran que ABA
estaria relacionado con la imposicion de la dormicion impuesta por el embridn y
deoxiestrigol estaria implicado en la germinacion de semillas de girasol.



ABREVIATURAS

AAO: ABA aldehido oxidasa

ABA: acido abscisico

AlA: acido indol-3-acético

BL: brasinolide

BRs: brasinoesteroides

CN: campestanol

CR: campesterol

CS: castasterona

ESI-: Electrospray negativo

GAs: giberelinas

MAX1: citocromo 450 monooxigenasa
MeOH: Metanol

NCED: 9-cis-epoxicarotenoide dioxigenasa
LC-ESI/MS-MS: Cromatografia Liquida- Espectrometria de Masas Tandem
MRM: Monitoreo de Reacciones Multiples
SA: 4cido salicilico

SDR: dehidrogenasa/reductasa de cadena corta
SIR: Reaccion Selectiva de lones

SLs: estrigolactonas

ZEP: zeaxantinaepoxidasa

6-BAP: 6-bencilaminopurina



INTRODUCCION

El cultivo de girasol en Argentina

El girasol (Helianthus annus L.) es un cultivo nativo de América, mas
especificamente de la regidn del centro y norte del continente. Fue introducido
en Europa a mediados del siglo XVI y en Argentina a finales del siglo XIX. A
partir del siglo XX comenz6 a cultivarse de manera masiva en la provincia de
Buenos Aires (Afion, 2016), sufriendo una gran expansién entre los afios 1930-
1950.

En Argentina el cultivo de girasol ocupa una superficie aproximada de
2.000.000 ha con una produccion de 3.5 x 108 tn en la camparia 2017-2018. Se
cultiva entre los 24° y 38° S, comprendiendo la Region Chaquena hasta el
sudoeste de la Region Pampeana, diferenciandose una regién norte, una
region centro y una region sur (Fig. 1). La siembra comienza a fines del mes de
julio en la region norte, extendiéndose hasta mediados del mes de diciembre en
la zona sur. En cuanto a su cosecha, comienza a mediados de octubre en el

norte del pais y a mediados de abril al sur.

Fig 1. Principales areas de cultivo de girasol en Argentina (Castarno, 2018)

La importancia econdmica del girasol reside principalmente en la obtencion de

aceite, siendo éste el cuarto en orden de importancia a nivel mundial, luego del
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aceite de palma, soja y colza. Ademas, las semillas de girasol son utilizadas
para la obtencion de harina y como insumo forrajero para la produccion de
carne y leche (ASAGIR, 2018).

La dormicién de semillas de girasol, que ocurre principalmente en aquellas
provenientes de contraestacion, representa un importante retraso para la
siembra inmediata y conlleva dificultades en su comercializacion. Por otra
parte, las demandas actuales y futuras de alimentos y bioenergia, ante el
crecimiento demografico, cambio climatico global y la escasa o nula posibilidad
de incrementar la superficie cultivable desafian a reducir las brechas entre los
rendimientos potenciales con respecto a los alcanzados en este cultivo. La
germinacion de semillas es uno de los principales factores que afectan a los
sistemas productivos. La germinacion y la emergencia de las plantulas deben
producirse rapida y uniformemente, para obtener plantas similares en tamafio y
con una distribucién por unidad de superficie que permita explotar éptimamente
los recursos ambientales (Aguirrezabal et al., 1996). Para llegar a cumplir con
esta meta, es necesario disponer de semillas de calidad que puedan germinar

de manera adecuada.

Descripcién del material vegetal

Helianthus annuus L., comunmente denominado girasol, es una planta
herbacea anual de gran tamafo perteneciente a la familia de las Asteraceas. El
fruto del girasol se denomina cipsela (usualmente llamado semilla) y consiste
en un pericarpo duro y fibroso que recubre a la semilla propiamente dicha. Esta
ultima estd compuesta por el embrién, formado por el eje embrionario y los

cotiledones (Fig. 2), y la testa o tegumento seminal.
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Fig. 2. Cipsela: pericarpo y semilla de girasol.

Germinacion y dormicion en girasol

La germinacion es el proceso comprendido entre la imbibicién de la semilla,
con la consecuente expansion y elongacion celular, y la profusion de la radicula
a través de las cubiertas seminales. Durante este proceso ocurren alteraciones
a nivel morfolégico y fisiologico que dan como resultado la activacion
metabdlica del embriéon (Miransari y Smith, 2014). Entre los factores que
afectan la germinacioén, la dormicion es probablemente el mas importante. La
dormicién se define como la incapacidad de la semilla para germinar ante
condiciones favorables y es un mecanismo adaptativo que evita la germinacién
precoz ante condiciones ambientales inapropiadas. La mantencion o liberacion
de la dormicién depende de la luz, temperatura y disponibilidad de agua. La
respuesta precisa de la semilla a estos factores ambientales esta mediada por
vias hormonales (Skubacz y Daszkowska-Golec, 2017).

En girasol, la dormicion esta controlada tanto por el embrion como por las
cubiertas de seminales (testa y pericarpo) y/o una combinacién de ambas. La
dormicion impuesta por el embridn comprende un corto periodo de tiempo,
mientras que la inducida por la testa y el pericarpo persiste generalmente por
mas de 32 semanas (Brunick, 2007). En cuanto a la persistencia de la
dormicion en girasol, la misma puede variar segun el genotipo desde varias
semanas hasta casi un afio, mostrando los hibridos elevados niveles de

dormicién en relacion a otros genotipos cultivados (Maiti et al., 2006; Benech-



Arnold et al., 2013), lo cual afectara la calidad de la semilla y con ello la
germinacion.

En los sistemas productivos, la dormicidn en semillas es una caracteristica no
deseada, ya que una germinacion rapida y uniforme es requerida después de la
siembra. Diferentes tratamientos tales como estratificacion de semillas a bajas
temperaturas, aplicacion de compuestos nitrogenados, escarificacion y
aplicaciones exdgenas de fitohormonas se han implementado a fin de superar
el problema de dormicion (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006;
Finkelsteinet al., 2008; Nasreen et al., 2015).

Fitohormonas en la regulacion de la germinacion y dormicién de semillas

Las fitohormonas desempefan papeles claves en la regulacién de la mayoria
de los procesos biologicos involucrados en el crecimiento y desarrollo de las
plantas, a través de relaciones sinérgicas o antagonicas entre ellas. Entre estos
procesos se encuentran la dormicion y germinacion, los cuales son modulados
principalmente por Acido Abscicico (ABA) y Giberelinas (GAs) a través de una
relacion antagonica. Durante la maduracidon de la semilla, el ABA se acumula
provocando la induccidn y mantencion de la dormicion, previniendo la
germinacién de la semilla antes de su dispersion (viviparidad). El
mantenimiento de la dormicién también depende de una alta relacion ABA/GA
mientras que su aliviacion implica un cambio neto hacia un aumento de la
biosintesis de GAs y un catabolismo de ABA, es decir una baja relacion
ABA/GA (Skubacz y Daszkowska-Golec, 2017).

Si bien ABA y GAs son las hormonas tradicionales implicadas en la regulacién
de la germinacion y dormicion recientemente se ha demostrado que otros
grupos hormonales, tales como brasinosteroides (BRs) y estrigolactonas (SLs)
participan también en la regulaciéon de dichos procesos (Shu et al., 2016). Sin
embargo, se requieren mas estudios para contribuir a dilucidar el rol de estas

hormonas en la regulacion de la germinacién/dormicion.



Acido Abscisico (ABA)

ABA es un sequiterpenoapocarotenoide de 15 atomos de carbono, con un
anillo alifatico y una cadena lateral. La cadena lateral contiene dos dobles
enlaces conjugados ubicados hacia el extremo carboxilico. La orientacion del
grupo carboxilo del C-2 da lugar a la existencia de los isdbmeros cis y trans,

siendo la forma cis la que presenta actividad biolégica.
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Fig. 3. Estructura quimica del acido abscisico.

La biosintesis de ABA se inicia en plastidios y finaliza en citosol. En las
primeras etapas, en los plastidios, ocurre la desaturacion de fitoeno por la
enzima fitoenodesaturasa para producir licopeno, el cual luego por la accién de
la enzima licopeno B-ciclasa da lugar a B-caroteno. Posteriormente, ocurre la
hidroxilacion del [B-caroteno por la [B-caroteno hidroxilasa produciéndose
zeaxantina, que por accion de la enzima zeaxantinaepoxidasa (ZEP) produce
violaxantina. La ultima conversion que ocurre dentro de este compartimento es
la de violaxantina a 9-cis-violaxantina o 9-cis-neoxantina que da lugar a
xantoxina en una reaccién catalizada por la 9-cis-epoxicarotenoide dioxigenasa
(NCED), enzima clave de la biosintesis de ABA. La xantoxina es transportada
al citosol, donde ocurren dos reacciones enzimaticas para dar lugar al ABA.
Primero, actua una dehidrogenasa/ reductasa de cadena corta (SDR) que da
lugar a ABA aldehido y finalmente ocurre la oxidacion de ABA aldehido a ABA
a través de la enzima ABA aldehido oxidasa (AAO) (Fig. 4).
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Figura 4. Biosintesis de ABA (Sah et al., 2016).

Los efectos fisiologicos de ABA estan relacionados a procesos del crecimiento
y desarrollo y respuesta a estrés. En el desarrollo embrionario, ABA cumple
funciones muy importantes. En el desarrollo medio o etapa de maduracién,
regula la sintesis de proteinas relacionadas a la tolerancia a la desecacién e
inhibe la viviparidad. En el desarrollo tardio o desecacion, el ABA estaria
implicado en la inmovilizacion de sustancias de reserva y en la induccion de la
dormicién. Especificamente en germinacién y dormicion, ABA provoca la
induccion y la mantencion de la dormicién a fin de prevenir la viviparidad,
evitando asi la germinacion de la semilla antes de su dispersién (Shu et al.,
2016).

En plantas superiores, una de las respuestas a estrés hidrico consiste en un
aumento en el contenido de ABA, el cual reduce la transpiracion mediante el
cierre de los estomas e induce la sintesis de proteinas que favorecen la
tolerancia a la desecacion (proteinas LEAs, late embryogenesis abundant
protein). Los niveles de ABA también se incrementan en respuesta a otros tipos
de estrés, como lesiones, estrés salino o térmico. Esta hormona también esta
implicada en la abscision, induciendo la sintesis de otra fitohormona, el etileno,
el cual induce enzimas implicadas en la degradacién de la lamina media y la
pared celular (Sah et al., 2016).



Estrigolactonas (SLs)

Las SLs constituyen un grupo de fitohormonas descubiertas a partir de
exudados radicales, capaces de estimular la germinacién de semillas de
plantas parasitas de los géneros Striga, Orobanche, Alectra, y Phelipanche
(Mishra et al., 2017), y estimular la simbiosis con hongos micorrizicos. En
cuanto a su estructura quimica, estas hormonas son lactonasterpenoides vy
consisten en una molécula de 3 anillos con un grupo cetona, unido a un

butenolide a través de una union enoléter (Fig. 5).

Fig. 5. Estructura quimica de estrigolactonas.

Las SLs son derivados de la carlactona. Su ruta de biosintesis tiene lugar en
dos compartimentos celulares, plastidios y citosol. En plastidios, a partir de
trans-B-caroteno se obtiene carlactona a través de dos intermediarios. En
primer lugar a partir de trans--caroteno por accion de la enzima trans/9-cys-[3-
caroteno isomerasa (D27) se obtiene 9-cys- B-caroteno. Luego mediante una
reaccion catalizada por la enzima CCD7 (carotenoid cleavage dioxygenase 7),
se produce 9-cys-B-apo-10’-carotenal, el cual mediante la actividad enzimatica
de CCD8 da lugar a la formacion de -carlactona. Posteriormente este
compuesto es transportado al citosol, doénde wuna citocromo 450
monooxigenasa (MAX1) y otras enzimas aun no identificadas catalizan la
sintesis de SLs (Fig. 6).
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Figura 6. Biosintesis de estrigolactonas (Mishra et al., 2017).

Las SLs estan involucradas en numerosos aspectos relacionados al desarrollo
de la planta: coordinan el crecimiento y la arquitectura de acuerdo con la
disponibilidad de nutrientes, regulan el crecimiento y la elongacién de las raices
e inhiben la ramificacién secundaria, estimulan el crecimiento de entrenudos
mediante un cross-talk con auxinas y modulan la senescencia foliar. SLs
también participan junto a otras fitohormonas en la modulacion de la respuesta
frente a condiciones ambientales desfavorables. En relacion a germinacion,
dichas fitohormonas estan involucradas en la germinacion de semillas y en el
crecimiento de las plantulas de Arabidopsis thaliana. En este sentido, Toh et al.
(2012) reportaron que SLs aliviarian la termoinhibicion en semillas de

Arabidopsis a través modular la relacién ABA/GAs.

Brasinoesteroides (BRs)

El estudio de este grupo de reguladores del crecimiento vegetal comenzé luego
del aislamiento y caracterizacion inicial de brasinolide a partir del polen de
Brassica napus. Actualmente se han caracterizado mas de 50 BRs, siendo los

mas abundantes brasinolide (BL) y castasterona (CS).
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Respecto a su estructura quimica los BRs cuentan con cuatro anillos (A, B, C y
D) y una cadena lateral. Son sintetizados a partir de la condensacion de
bloques de cinco atomos de carbonos denominados isoprenos. Los BRs
pueden tener 27, 28 o 29 atomos de carbono, siendo los mas ampliamente
distribuidos los que poseen 28 carbonos. Las variaciones estructurales estan
dadas por la presencia de un atomo de oxigeno en las posiciones C2, C3 y C6

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

Figura 7. Estructura quimica de brasinoesteroides.

La sintesis de los BRs ocurre en el estroma de los plastidios, y los granulos de
almidon son los sitios de almacenaje de estas fitohormonas (Hernandez Silva y
Garcia-Martinez, 2016). Las primeras reacciones biosintéticas, incluyen la
transformacién de escualeno a campesterol (CR), incluyendo como
intermediarios a cicloartenol, episterol, 5-dehidroepisterol y 24-metilocolesterol.
El CR puede continuar por tres vias diferentes pero interconectadas de sintesis
hasta llegar a la formacion de brasinolide. En el primer punto de ramificacion,
CR puede seguir la via de oxidacion tardia del carbono 22 a través de la
enzima CPD o por la via de oxidacion temprana, a través de la enzima DWF4
.En el segundo punto de bifurcacién, campestanol (CN) puede seguir la via de
oxidacion tardia o la via de oxidacion temprana del C-6. Todas las vias de
sintesis involucradas vuelven a converger en la formacion de CS, la cual
finalmente da lugar a BL (Chung y Choe, 2013; Hernandez Silva y Garcia-
Martinez, 2016).
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Figura 8. Biosintesis de Brasinoesteroides (Chung y Choe, 2013).

Los BRs regulan numerosos aspectos del crecimiento y desarrollo de las
plantas, estimulan la elongacion celular, tienen efectos sobre Ia
fotomorfogénesis y senescencia, inhiben el crecimiento de la raiz, inducen la
sintesis de etileno, el desarrollo vascular y reproductivo, incrementan el tamafno
y cantidad de frutos, aumentan la resistencia a factores ambientales
desfavorables, entre otros efectos (Khripach et al, 2000; Mazorra y nufiez,
2008). Particularmente en lo referente a germinacién, los BRs antagonizan la
accion de ABA, estimulando la germinacién de las semillas, especificamente a
través del gen MADRE DE FT Y TFL1 (MFT) (Xi et al., 2010; Je et al., 2010), el
cual regula negativamente la sefalizacion de ABA. Otros estudios demuestran
que BIN2 (Brassinosteroid Insensitive 2), un represor clave de la sefalizacién

de BRs, interactua y fosforila a ABI5 para regular positivamente la respuesta a
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ABA durante la germinacion de la semilla, mientras que la aplicacién exdgena
de epibrasinolide suprime la actividad de BIN2 para antagonizar el papel
inhibitorio de ABA (Hu y Yu, 2014).
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HIPOTESIS

Brasinoesteroides (BRs) y estrigolactonas (SLs) desempefian un rol clave en la
regulacion de la germinacion y dormicion de semillas de girasol a través de la
accion concertada con acido abscisico (ABA).

OBJETIVO GENERAL

Estudiar la interaccion de brasinoesteroides, estrigolactonas y acido absisico
en la germinacion y dormicién de semillas de lineas endocriadas de girasol con
diferentes niveles de dormicion a cosecha.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Comparar el nivel de dormicion de semillas de lineas endocriadas de girasol
al momento de cosecha (0 dias).

2. Determinar el poder germinativo de semillas de lineas endocriadas de girasol
con dormicion a cosecha luego de la aplicacion de tratamientos exdgenos de
reguladores del crecimiento.

3. Cuantificar los niveles endégenos de ABA, BRs y SLs en eje embrionario,
cotiledones, pericarpo y testa de semillas secas de lineas endocriadas de
girasol al momento de la cosecha.

4. Dilucidar los cambios en el metabolismo hormonal que ocurren en eje
embrionario por efecto de tratamientos exdégenos con reguladores del
crecimiento durante la ruptura de la dormicion.

5. Correlacionar el poder germinativo de las semillas con los niveles
hormonales enddgenos.
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MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Se utilizaron cipselas (semilla + pericarpo) de tres lineas endocriadas de girasol
Xi3, Xi3dm y X274 provistas por la Ing. Agr. Marisa Della Maddalena de la

Asociacion de Cooperativas Argentinas (ACA), Pergamino, Argentina.
Determinacion de poder germinativo

Veinticinco cipselas (por repeticion) se sembraron en bandejas entre toallas de
papel humedo y se colocaron a germinar en Cuartos Ambientales PR48
Conviron (8 h 0sc/18°C/90% HR y 16 h 1uz/28°C/80% HR). El recuento de
germinacién se efectué a los 10 dias post-siembra. Se consideraron
germinadas aquellas semillas que presentaron la emergencia de la radicula.

Las experiencias se llevaron a cabo por cuadruplicado.

Obtencién de eje embrionario, cotiledones, testa y pericarpo para la

determinacion de niveles hormonales endégenos

Veinticinco cipselas (por repeticion) se seccionaron cuidadosamente en eje
embrionario, cotiledones, testa y pericarpo. Posteriormente se congelaron en
N2 liquido se liofilizaron y conservaron a -20°C hasta su uso. Las experiencias

se efectuaron por cuadruplicado.

Tratamientos exdgenos con reguladores del crecimiento y determinacion

de niveles hormonales endégenos

Los tratamientos con reguladores del crecimiento se efectuaron sobre 100
cipselas de las lineas Xi3 y Xi3dm contenidas en recipientes plasticos
herméticos, en los que se dispersé la solucidon hormonal correspondiente (50 ul
de solucion/gr de cipselas) con micropipeta, realizando agitacion vigorosa
durante 2 minutos para facilitar su penetracion en el tejido. Las experiencias se

realizaron por cuadruplicado.
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Los tratamientos hormonales aplicados fueron:

C: cipselas intactas tratadas con agua deionizada.

T1: cipselas intactas tratadas con baja concentracion de GAs.

T2: cipselas intactas tratadas con concentracion intermedia de GAas.
T3: cipselas intactas tratadas con alta concentracion N°1 de GAas.
T4: cipselas intactas tratadas con acido salicilico (SA).

T5: cipselas intactas tratadas con acido indol-3-acético (AIA) en baja

concentracion.
T6: cipselas intactas tratadas con concentracion intermedia de AlA.
T7: cipselas intactas tratadas con alta concentracion de AlA.

T8: cipselas intactas tratadas con baja concentracién de 6-bencilaminopurina
(6-BAP).

T9: cipselas intactas tratadas con alta concentracion de 6-BAP.
T10: cipselas intactas tratadas con alta concentracién N°2 de GAas.
T11: cipselas intactas tratadas con Ethephon.

T12: cipselas intactas tratadas con alta concentraciéon N°2 de GAs + Ethephon

Nota: las concentraciones utilizadas no se proveen, con el fin de proteger la

posible transferencia de estos resultados.

Las determinaciones hormonales enddgenas se hicieron en eje embrionario de
semillas control y tratadas a las 0, 3, 6 y 12 h de imbibicibn segun la
metodologia descripta anteriormente. Las experiencias se efectuaron por

cuadruplicado.
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Extracciéon, purificacion, identificacion y cuantificacion de niveles

hormonales enddgenos

La extraccién y purificacion de ABA, BRs (CS) y SLs (deoxiestrigol) se llevo a
cabo segun protocolo de Durgbanshi et al. (2005) con modificaciones. Para
ello, 200 mg de peso seco de material vegetal se tritur6 en mortero con N2
liquido y 5 ml de agua deionizada (solvente de extraccion). Los extractos se
transvasaron a tubos Falcon de 50 ml, para posteriormente adicionar 50 ng de
los respectivos estandares deuterados de cada hormona. Cada muestra se
paso brevemente por ultraturrax para completar la homogeneizacién y facilitar
la equilibracién de estandares. Luego se centrifugd a 8000 rpom durante 15 min.
Se colectd el sobrenadante y se ajusto el pH a 2,8-3,2 con acido acético 30%.
Posteriormente se efectué una doble particion con éter etilico, descartando las
fases acuosas y recogiendo las fases organicas, llevandose luego a sequedad
en evaporador rotativo. Finalmente, los extractos se filtraron a través de un filtro
de celulosa utilizando una camara de vacio y se llevd a sequedad en
SpeedVac.

Los extractos secos se resuspendieron con 50 pyl de MeOH para la purificacion
y analisis mediante un cromatégrafo Alliance 2695 (Waters, Inc., California,
USA) equipado con una bomba cuaternaria con auto inyector de muestra. Se
utilizé una columna Resteck C18 (Resteck USA, 2.1 x 100 mm, 5 ym) con un
volumen de inyeccién de 10 pl. La elucion de ABA y BRs se llevo a cabo en
gradiente con un sistema de solvente binario: 0.2% HOAc en H20 (solvente B)
/ MeOH (solvente A) a 25°C y 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). Para la elucion de SLs se utilizd6 un gradiente inicial
metanol:agua (20:80, v/v) el que alcanzd a los 25 min una proporcién 80:20
(v/v) a 28°C. Al final de cada corrida se establecieron 7 min de equilibracion del
sistema y columna. La identificacion y cuantificacion de los niveles hormonales
enddgenos se realizé mediante un espectrémetro de masa de doble cuadrupolo
(Micromass Quatro Ultimatm PT, Manchester City, UK). Todos los analisis se
realizaron utilizando la fuente de electrospray en modo de ionizacién negativo
(ESI). La identificacion y cuantificacion de ABA y BRs se llevo a cabo por
inyeccion de las muestras en modo MRM (Reacciones de Monitoreo Multiples),
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mientras que las SLs se identificaron y cuantificaron en modo SIR (Reaccion
Selectiva de lones). La adquisicion de datos por MRM se realizé por monitoreo
de iones parentales y transiciones para ABA (m/z 263/153), Ds-ABA (m/z
269/159) y CS (m/z 464/217) y D3-CS (m/z 467/386). En el modo SIR los datos
fueron adquiridos a través del monitoreo de la molécula de deoxiestrigol (234
m/z). Los valores se expresan en pmol de hormona por gr PS-'. El software
utilizado fue MassLynx TM V.4.1. La experiencia se llevo a cabo por

cuadruplicado.

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados con el programa Infostat (Di Rienzo et al., 2013,
InfoStat/Profesional V. 2012) empleando el test ANNOVA por comparacién de
medias de las variables evaluadas. Se empled a posteriori un test de Rangos

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

18



RESULTADOS
Determinacion de poder germinativo

Como se observa en la Fig. 9, el poder germinativo (PG) de la linea Xi3 fue de
7,75% y el de la linea Xi3dm 16,5%; es decir ambas lineas presentan dormicion
al momento de cosecha. El PG de la linea X274 fue de 94,75%, por lo tanto, las

semillas de esta linea fueron caracterizadas como no dormidas.
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Fig. 9. Poder germinativo de semillas de girasol de las lineas Xi3, Xi3dm y X274 (n=4 +
ES). Letras diferentes indican diferencias significativas a p<0.05.

Determinacion de poder germinativo luego de la aplicacion exogena de

reguladores del crecimiento

Los tratamientos exdgenos con reguladores del crecimiento se ensayaron
unicamente en las lineas Xi3 y Xi3dm debido a que estas dos lineas fueron las
que presentaron dormicion al momento de cosecha.

En la Fig.10 se muestra el PG de cipselas de la linea Xi3 tratadas con
diferentes soluciones de reguladores del crecimiento. Los tratamientos
exodgenos que incrementaron significativamente el PG respecto a las cipselas

control fueron los correspondientes a GAs en altas concentraciones N°2,
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Ethephon y GAs en altas concentraciones N°2 + Ethephon (T10, T11 y T12
respectivamente).
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Fig. 10. Poder germinativo de semillas de girasol de la linea Xi3 luego de la aplicacion
de tratamientos exdgenos con regulares del crecimiento. C: control, T1: GAs
concentracion baja, T2: GAs concentracion intermedia, T3: GA; alta concentracion N°1,
T4: SA, T5: AlA baja concentracién, T6: AIA concentracion intermedia, T7: AlA alta
concentracién, T8: 6-benciladenina baja concentracién, T9: 6-benciladenina alta
concentracién, T10: GAs; alta concentracion N°2, T11: ethephon, T12: GA; alta
concentracion N°2 + ethephon.

En la linea Xi3dm los tratamientos correspondientes a aplicaciones exdgenas
de SA, AIA en concentraciones baja, intermedia y alta, 6-BAP en concentracién
intermedia y alta, GAs en alta concentracion (N°1 y N°2), ethephon y GAs en
alta concentracion N°2 + ethephon, aumentaron de manera significativa el PG

en comparacion al tratamiento control (Fig. 11).
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Fig. 11. Poder germinativo de semillas de girasol de la linea Xi3dm luego de la
aplicacioén de los tratamientos exdégenos con regulares del crecimiento. C: control, T1:
GA; concentracion baja, T2: GAs concentracion intermedia, T3: GAs alta concentracion
N°1, T4: SA, T5: AlA baja concentracion, T6: AlA concentracion intermedia, T7: AlA
alta concentracion, T8: 6-benciladenina baja concentracién, T9: 6-benciladenina alta
concentracion, T10: GAs alta concentracion N°2, T11: ethephon, T12: GA; alta
concentracion N°2 + ethephon.

Determinacion de niveles hormonales enddgenos en eje embrionario,

cotiledones, testay pericarpo

Niveles enddgenos de ABA, deoxiestrigol y CS se midieron en embrién, eje
embrionario y cotiledones, y en cubiertas seminales, testa y pericarpo de las
lineas Xi3, Xi3dm y X274 (Figs. 12, 13, 14).

Niveles endégenos de ABA

Las lineas Xi3 y Xi3dm, ambas con dormicién a cosecha, presentaron mayores
niveles endégenos de ABA en embrion (eje embrionario + cotiledones),
mientras que en la linea X274, sin dormicién, los niveles de ABA fueron

superiores en las cubiertas seminales (testa + pericarpo) (Figs. 12A, 12B).

La linea Xi3 presenté mayores niveles de ABA tanto en eje embrionario como
en cotiledones respecto a las otras dos lineas. En ambas lineas con dormicién

a cosecha, Xi3 y Xi3dm, el eje embrionario presentd6 mayor nivel endégeno de
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ABA (aproximadamente 3 veces) respecto a los cotiledones. En la linea X274

se registraron diferencias significativas entre eje embrionario y cotiledones.

70000 - I Xi3

10000 +

Eje Embrionario Cotiledones

Embrion

Fig. 12A. Niveles endogenos de ABA (pmol. g PS)' en eje embrionario y cotiledones
de semillas secas de las lineas Xi3, Xi3dm y X274 (n=4 + ES). Letras diferentes
indican diferencias significativas a p<0.05.

En lo que respecta a las cubiertas seminales, los niveles de ABA cuantificados
en testa y pericarpo de la linea Xi3 mostraron diferencias significativas, siendo
aproximadamente dos veces menor en este ultimo tejido. En la linea Xi3dm
también se registr6 mayor nivel endégeno de ABA en testa, aunque la
diferencia entre ambos tejidos fue algo menor que en la linea Xi3. En la linea
X274, contrariamente a lo observado en las otras lineas, los niveles de ABA

resultaron significativamente mayores en pericarpo (Fig. 12B).

22



[CIXi3
70000 I Xi3dm
Il X274

60000

50000

& 40000 4
=
©
e
g 30000
<
[a)]
< 20000 -
10000 c d
0
Testa Pericarpo

Cubiertas

Fig. 12B. Niveles endogenos de ABA (pmol.g PS)1 en testa y pericarpo de semillas
secas de las lineas Xi3, Xi3dm y X274 (n=4 + ES). Letras diferentes indican diferencias
significativas a p<0.05.

Niveles endégenos de Deoxiestrigol

Los mayores niveles enddgenos de deoxiestrigol se registraron en la testa,
mientras que el pericarpo presentd los menores niveles en todas las lineas
analizadas. En cuanto a los tejidos que constituyen el embrion (eje embrionario

+ cotiledones) presentaron un nivel endégeno intermedio (Figs. 13A, 13B).

En la Fig. 13A, se observa una tendencia opuesta en los niveles endogenos de
deoxiestrigol en eje embrionario y cotiledones de las lineas Xi3 y Xi3dm. Es
decir, en Xi3 deoxiestrigol fue significativamente menor en eje embrionario
respecto a cotiledones, mientras que en la linea Xi3dm los menores niveles se
registraron en cotiledones. No se registraron diferencias significativas en los
niveles endégenos de deoxiestrigol de eje embrionario Xi3 y cotiledones Xi3dm,
como asi tampoco en la relacion inversa (cotiledones Xi3 y eje embrionario
Xi3dm).

Respecto a la linea X274, deoxiestrigol fue significativamente mayor en ambos

tejidos en comparacién con las otras dos lineas analizadas. Diferencias
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significativas fueron detectadas entre eje embrionario y cotiledones X274,

siendo menor el nivel de deoxiestrigol en cotiledones.
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Fig. 13A. Niveles enddgenos de deoxiestrigol (pmol. g PS)"' en eje embrionario y
cotiledones de semillas secas de las lineas Xi3, Xi3dm y X274 (n=4 % ES). Letras
diferentes indican diferencias significativas a p<0.05.

Respecto de las cubiertas seminales, especificamente en testa deoxiestrigol
presento diferencias significativas entre las tres lineas, siendo la testa Xi3 la
que mostré una menor concentracion y la de X274 la que arrojé un valor
mayor. En pericarpo no se observaron diferencias significativas entre las lineas
(Fig. 13B).
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Fig. 13B. Niveles enddgenos de deoxiestrigol (pmol.g PS)™" en testa y pericarpo de
semillas secas de las lineas Xi3, Xi3dm y X274 (n=4 £ ES). Letras diferentes indican
diferencias significativas a p<0.05.

Niveles enddgenos de CS

En la linea Xi3, los niveles de CS cuantificados en los dos tejidos que
conforman al embridn fueron inferiores a los de las otras dos lineas, no
obstante, no se observaron diferencias significativas entre eje embrionario y
cotiledones. Por el contario en la linea Xi3dm se registraron altos niveles
enddgenos, aunque no hubo diferencia entre los tejidos. En cuanto a la linea
X274, la concentracion de CS fue mayor en eje embrionario respecto a
cotiledones (Fig. 14A).
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Fig. 14A. Niveles endogenos de CS (pmol.g PS)" en eje embrionario y cotiledones de
semillas secas de las lineas Xi3, Xi3dm y X274 (n=4 £ ES). Letras diferentes indican
diferencias significativas a p<0.05.

En la cuantificacion de CS en cubiertas seminales, especificamente en
pericarpo, no se detectaron diferencias entre lineas, pero los niveles resultaron
significativamente menores a lo registrado en testa. En testa, altos niveles
endégenos fueron cuantificados en Xi3 mientras que la linea Xi3dm presenté

niveles endogenos inferiores al resto de las lineas (Fig. 14B).
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Fig. 14B. Niveles endogenos de CS (pmol.g PS)'en testa y pericarpo de semillas
secas de las lineas Xi3, Xi3dm y X274 (n=4 + ES). Letras diferentes indican diferencias
significativas a p<0.05.

Efecto de tratamientos exdgenos efectivos en la ruptura de la dormicion
sobre los niveles hormonales enddgenos de eje embrionario

La aplicacion de tratamientos exdgenos de reguladores del crecimiento
efectivos en la ruptura de la dormicion en semillas de girasol (GAs y Ethephon)

modificaron los niveles endogenos de ABA, BRs y SLs en eje embrionario.

En lo que respecta a ABA, durante la imbibicion todos los tratamientos
redujeron de manera significativa el nivel enddégeno de esta fitohormona
respecto a las 0 h (semilla seca). Sin embargo, no se detectaron diferencias
significativas entre la condicion control y los tratamientos. Ademas, alas 3,6y
12 h de imbibicion la concentracion de ABA se mantiene constante tanto en la

condicién control como en todos los tratamientos (Fig.15).
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Fig. 15. Niveles endogenos de ABA (pmol. g PS)' en eje embrionario de semillas
secas y embebidas de la linea Xi3 (n=4 £ ES). Letras diferentes indican diferencias
significativas a p<0.05.

En relacion a deoxiestrigol, se observo que en la condicidn control los niveles
aumentaron considerablemente (400 veces aproximadamente) a las 3 h de
imbibicion y luego a partir de las 6 h disminuyeron en forma progresiva hasta
las 12 h. En el tratamiento 10 (+GAs3), a las 3 y 6 h de imbibicion no se
detectaron diferencias significativas con respecto a las 0 h, sin embargo, a las
12 h se identificd un pico abrupto en la concentracion de la hormona. En el
tratamiento 11 (+ethephon), a las 3 h de imbibicion no hubo diferencias
significativas respecto a las 0 h. A las 6 h se observa un aumento significativo,
disminuyendo a las 12 h. En cuanto al tratamiento 12, no se observaron
diferencias significativas en los niveles de la hormona hasta las 12 h de

imbibicion, en dénde se registré un aumento significativo (Fig. 16).
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Fig. 16. Niveles endogenos de deoxiestrigol (pmol. g PS) -' en eje embrionario de
semillas secas y embebidas de la linea Xi3 (n=4 + ES). Letras diferentes indican
diferencias significativas a p<0.05.

Respecto a CS, en la condicidén control aumentd progresivamente hasta las 6 h
de imbibicion para luego disminuir a las 12 h. El tratamiento +GAs3 en altas
concentraciones N°2 (T10) elevo los niveles de CS a las 3 h de imbibicién para
luego mantenerse constantes hasta el final del experimento. El tratamiento
+Ethephon (T11), incrementd los niveles de CS a las 3 h, para luego disminuir
a las 6 h y finalmente aumentar a las 12 h de imbibicion. El tratamiento
combinado Ethephon + GA3 (T12), ocasion6 un notable incremento en el nivel
enddégeno de CS (4 veces mayor respecto 0Oh) a las 3 h de imbibicién,
posteriormente disminuyé a las 6 h, y nuevamente aumentd significativamente
a las 12 h de imbibicidn, tiempo en el que se registrd el pico mas elevado en
comparacion con todos los tratamientos y todos los tiempos de imbibicion

analizados (Fig. 17).
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Fig. 17. Niveles endégenos de CS (pmol. g PS) ' en eje embrionario de semillas secas
y embebidas de la linea Xi3 (n=4 + ES). Letras diferentes indican diferencias

significativas a p<0.05.
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DISCUSION

Las plantas, como organismos sésiles, han desarrollado una serie de
mecanismos a fin de poder adaptarse a los cambios del ambiente. En este
sentido, la dormicion en las semillas es una estrategia que las plantas han
desarrollado para evitar que las mismas germinen en condiciones ambientales
desfavorables (Nonogaki, 2014; Bassel, 2016). Por esto, la capacidad de
regular el nivel y tiempo de dormicion de las semillas es considerado un rasgo
importante en especies de interés agrondémico tales como el girasol.
Particularmente en girasol se ha detectado alta variabilidad en el nivel de
dormicién entre diferentes genotipos (Maiti et al., 2006; Benech-Arnold et al.,
2013), lo cual afecta la calidad de la semilla y con ello su germinacion.
Nuestros resultados nos permitieron caracterizar diferentes lineas endocriadas
de la Asociacion de Cooperativas Argentinas (ACA) segun el nivel de dormicién
en base a la capacidad germinativa. El alto porcentaje de germinacién al
momento de cosecha de la linea X274 indica que no posee dormicién a
cosecha. Por el contrario, semillas de las lineas Xi3 y Xi3dm mostraron bajo
porcentaje de germinacién al momento de cosecha, caracterizandose como
altamente dormidas; siendo la linea Xi3 la que presentd un nivel mayor de
dormicién.

La germinacion y dormicion de semillas son procesos regulados por diferentes
factores endégenos, entre ellos las fitohormonas (Shu et al., 2006). De hecho,
su balance e interaccion en los diferentes tejidos de la semilla (embridén y
cubiertas seminales) determinan que ocurra o no su germinacion (Penfield,
2017).

Ha sido ampliamente documentado para numerosas especies, tales como
girasol (Rosell6 et al., 2016; Xia et al., 2018) y Arabidopsis (Preston et al.,
2009) que el nivel de dormicidén de las semillas se correlaciona con un alto
contenido ABA. Nuestros resultados mostraron que el nivel endogeno de ABA,
fue mayor en eje embrionario y cotiledones de semillas con dormicion a
cosecha (Xi3 y Xi3dm) respecto a aquellas no dormidas (X274). Mas aun, el
mayor nivel de dormicién de Xi3 se relaciona con un mayor nivel endégeno de
ABA. Estos hallazgos, confirmarian que ABA es responsable de la imposicién

de la dormicién impuesta por el embrién en semillas de girasol en concordancia

31



con lo observado por Rosell6 et al. (2016) y Xia et al. (2018). Sin embargo, los
niveles endégenos de ABA de las cubiertas seminales (testa + pericarpo), no
necesariamente estan asociado con el nivel de dormicion de las lineas
estudiadas. En efecto, la dormicion atribuida a las cubiertas seminales puede
estar determinada tanto por factores quimicos, fisicos o0 ambos (Finch-Savage
y Leubner-Metzger, 2006; Baskin y Baskin, 2014). Por otro lado, los altos
niveles de ABA detectados en cubiertas seminales de la linea X274 nos
indicarian que esta hormona se podria estar acumulando como resultado de la
extrusion desde el embrion durante la embriogénesis tardia permitiendo la
germinacion de estas semillas al momento de cosecha.

Recientemente, se ha puesto énfasis en la importancia de las SLs en la
regulacion de la germinacion y dormicion de semillas (Shu et al., 2016). Los
mayores niveles enddgenos de deoxiestrigol en tejidos del embridn (eje
embrionario y cotiledones) de la semilla X274 indicaria la participacion de las
SLs en la germinacion de semillas de girasol. En efecto, en Arabidopsis las SLs
estan involucradas en la germinacion de semillas y crecimiento de la plantula
(Toh et al., 2012; Shu et al., 2016).

Embriones de las lineas dormidas (Xi3 y Xi3dm) poseen altos niveles de ABA y
bajo niveles de SLs, contrariamente a lo observado en la linea no dormida
(X274), Asi SLs y ABA jugarian un rol antagonico en la germinacion de semillas
de girasol. En efecto, Toh et al. (2012) observaron que las SLs estimulan la
germinaciéon de semillas de Arabidopsis a través de reducir el balance
ABA/GAs.

Respecto a los BRs, ha sido demostrado que BRs y GAs actuan
sinérgicamente promoviendo la germinacion de semillas, contrarrestando asi la
accion inhibitoria de ABA (Oklestkova et al., 2015; Skubacz y Daszkowska-
Golec, 2017). En nuestras condiciones experimentales no se observa una
relacion directa entre nivel de dormicion y niveles endégenos de CS. Sin
embargo, en eje embrionario y cotiledones de la linea X274 se cuantificaron
mayores niveles de 24-epibrasinolide, otro BRs con actividad bioldgica, en
relacion a las lineas con dormicién a cosecha (Xi3 y Xi3dm) (datos no
mostrados). Estos hallazgos sugieren la importancia relativa de distintos BRs
en la germinaciéon de semillas de girasol; de hecho, los niveles enddgenos de

24-epibrasinolide fueron superiores a CS en todos los tejidos de las lineas
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analizadas. En este sentido, entre los BRs hay una fuerte relacién estructura-
bioactividad, siendo 24-epibrasinolide mas activo en la promocién del
crecimiento que CS (Liu et al., 2017).

La presencia de dormicion en las semillas de cultivos de importancia
econdmica, como el girasol, es una caracteristica no deseada ya que una
germinaciéon rapida y uniforme es requerida después de la siembra. En este
sentido dependiendo del tipo de dormicion de las semillas de girasol se han
desarrollado diferentes tratamientos a fin de superar este problema (Maiti et al.,
2006; Adams y TeBeest, 2016; Dominguez et al., 2018). El alto porcentaje de
germinaciéon observado en semillas de las lineas Xi3 y Xi3dm (con dormicion a
cosecha), tratadas con GAs (alta concentraciones N°2) y ethephon, solos o
combinados confirma la importancia y eficacia de estos tratamientos en la
ruptura de la dormicién en girasol. En relacion a esto, es ampliamente conocido
que las GAs promueven la germinacion de semillas (Hoang et al., 2013; Shu et
al., 2016). Por otro lado, diferentes trabajos han demostrado que ethephon
(acido 2-chloroethylphosphonico) compuesto capaz de liberar etileno es activo
en la ruptura de la dormicidén de semillas girasol (Corbineau et al., 2014). En
girasol, la dormicion de semillas es removida por la aplicacion de etileno y otros
tratamientos efectivos en la remocion de la dormicion tales como
methylviologen y cyanide (HCN) los cuales incrementan los niveles endogenos
de etileno (Oracz et al., 2008; 2009; El-Maarouf-Bouteau et al., 2015). En
concordancia con nuestros resultados Dominguez et al. (2016) observaron que
Tifén (un compuesto liberador de etileno) o GAs son tratamientos efectivos en
la liberacion de la dormicion de semillas de girasol. Es de destacar que los
efectos de GAs y Ethephon en la ruptura de la dormicion fueron superiores en
semillas de la linea Xi3. Esto podria sugerir diferencias en la sensibilidad de las
semillas a estos tratamientos exégenos.

Los procesos involucrados en la ruptura de la dormicion y la regulacién de la
germinacién se asocian con modificaciones significativas en el perfil hormonal
de los tejidos que constituyen la semilla (Ribeiro et al., 2015; Andrade et al.,
2015).

Los tratamientos exdgenos +GAs y +Ethephon rompieron la dormicion en
semillas Xi3, sin embargo, no modificaron los niveles enddgenos de ABA en eje

embrionario respecto a la condicion control durante la imbibicion temprana.
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Actualmente, es ampliamente aceptado que no solo los niveles enddgenos de
ABA y GAs sino también la relacion ABA/GAs constituye un mecanismo
regulatorio central en el mantenimiento y liberacion de la dormicién (Shu et al.,
2016; Finch-Savage y Footitt, 2017). En eje embrionario de Xi3 la relacion
ABA/GA1 disminuye en gran proporcion a las 12 h de imbibicion en semillas
tratadas con GAs y Ethephon (datos no mostrados).

Por otro lado, una disminucion en los niveles endégenos de ABA fue registrada
en eje embrionario de semillas control y tratados a partir de las 3 h de
imbibicion respecto de la semilla seca. Similarmente, Xia et al. (2018)
observaron que en eje embrionario de semillas de girasol del cultivar LG5665
(con dormicién a cosecha) ABA disminuye hasta las 15 h de imbibicién. En
efecto, la disminucion de ABA durante la imbibicion ha sido descripta en
semillas de diferentes especies, lo cual no afecta estrictamente la germinacion
(Ali-Rachedi et al., 2004; Arc et al., 2013).

A las 12 h de imbibicién deoxistrigol alcanzé niveles endoégenos relativamente
menores en eje embrionario tratados con GAs solo o combinado con Ethephon
respecto a la condicidén control, lo cual sugiere que deoxiestrigol no deberia
superar un nivel umbral de aproximadamente 40.000 (pmol.g PS)' para
disparar la germinacion; a través de la regulacion de la relacion ABA/GAs como
ha sido demostrado en Arabidopsis (Toh et al., 2012).

Al analizar los niveles endégenos de CS, el incremento registrado a las 12 h
imbibiciéon en eje embrionario de Xi3 luego de la aplicacion exdégena de GAs y
ethephon (solos o en forma combinada) indicaria la participacion de CS en la
germinacion de las semillas de girasol. En este sentido, Nomura et al. (2007),
reportaron que CS juega un papel importante durante la germinacion y
primeras etapas de crecimiento de semillas de guisante.

A partir de lo antes expuesto se puede concluir que ABA estaria relacionado
con la imposicion de la dormicion debida al embridn, mientras que deoxiestrigol
estaria implicado en la germinacion de semillas de girasol, en su mayor medida

aportado por el eje embrionario (Fig. 18).
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Fig. 18. Representacion esquematica de los niveles endégenos de ABA y SLs en gje
embrionario, cotiledones y cubiertas seminales de la semilla seca. E: Eje embrionario,
Co: Cotiledones, Cu: Cubiertas seminales.

Los tratamientos mas efectivos en la ruptura de la dormicion, +GAs vy
+Ethephon solos o en forma combinada, modificaron diferencialmente los
niveles hormonales endoégenos durante la imbibicidn temprana permitiendo la
germinaciéon de las semillas. A fin de que la misma se desencadene es
necesario que los niveles enddégenos de ABA permanezcan bajos y CS y
deoxiestrigol se incrementen en el eje embrionario durante la imbibicion, no
teniendo que alcanzar este ultimo compuesto un nivel umbral de 40.000
(pmol.g PS)'. No obstante, estudios adicionales son necesarios a fin de
dilucidar la participacion de otras fitohormonas en la regulacion de la
germinacién y dormicién de semillas, como asi también la modulacién del

transporte de ABA y GAs entre tejidos de la semilla.
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CONCLUSIONES

Semillas de girasol de las lineas endocriadas Xi3 y Xi3dm presentaron
dormicién a cosecha, mientras que semillas de la linea X274 fueron

caracterizadas como no dormidas.

Acido abscisico estaria relacionado con la imposicién de la dormicién

debida al embridn.

Deoxiestrigol estaria implicado en la germinacion de semillas de girasol.

Los tratamientos mas efectivos en la ruptura de la dormicién de semillas

de girasol fueron GAs y ethephon, solos 0 combinados.

El perfil hormonal del eje embrionario fue diferencialmente modificado
por la aplicacion de tratamientos exdégenos de reguladores del

crecimiento efectivos en la ruptura de la dormicion.

Es necesario que los niveles endégenos de ABA permanezcan bajos y
CS vy deoxiestrigol se incrementen en el eje embrionario durante la
imbibicion, no teniendo que alcanzar este ultimo compuesto un nivel
umbral determinado, a fin de que la germinacion de semillas de girasol

se desencadene.
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