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RIO CUARTO, 20 DIC. 2021

VISTO el pro
INSTITUTE OF EXPERIMENTAL BOTANY AS CR (IEB) de la Repuiblica Checa y
la UNIVERSIDAD NACIONAL DE RIO CUARTO, representada por la Facultad de
Ciencias Exactas, F isico-Quimicas y Naturales, y;

CONSIDERANDO:

Que las actividades de cooperacién se desarrollan en el marco del proyecto
de investigacion PICT -2803/18(2020-2023). “Andlisis integrado de perfiles
bioquimicos, fisiologicos Yy moleculares en lineas endocriadas de girasol
contrastantes en sy nivel de dormancia Y con potencial uso como estrategia para
Su remocién a nive| comercial”, dirigido por el Prof. Dr. Sergio Alemano, docente
investigador del Departamento de Ciencias Naturales de esta Facultad. Dicho
proyecto es financiado por AGENCIA NACIONAL DE PROMOCION DE LA
INVESTIGACION, EL DESARROLLO TECNOLOGICO Y LA INNOVACION, del
MINISTERIO DE CIENCIA, TECNOLOGIA E INNOVACION de Ia Republica

Que quienes firmaran el acuerdo seran el Rector Prof. Roberto Rovere de Ia
UNRC, la Decana Dra. Marisa Rovera, de Ia Facultad de Ciencias Exactas, Fisico-
Quimicas y Naturales y el Director de| IEB, Dr. Martin Véagner.

Que se cuenta con el dictamen favorable de I Direccidon de Asuntos
Juridicos Nro. 8973, y que el Presente Acuerdo debera ser autorizade por ol
Consejo Superior.

aturales, y el
Secretaria de
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Que el mismo cumple con los requisitos establecidos en las
Reglamentaciones vigentes.

Que el mencionado Acuerdo se trato sobre tablas en reunién ordinaria de
Consejo Directivo de la Facultad de Ciencias Exactas, Fisico-Quimicas y Naturales,
el dia 16 de diciembre del corriente afo.

Por ello y en uso de las atribuciones conferidas por el Articulo 32 del Estatuto
de la Universidad Nacional de Rio Cuarto.

EL CONSEJO DIRECTIVO
DE LA FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS,
FISICO-QUIMICAS Y NATURALES
RESUELVE:

ARTICULO 1.- Aprobar el ACUERDO DE COOPERACléN CIENTIFICA entre el
INSTITUTE OF EXPERIMENTAL BOTANY AS CR (IEB) de la Republica Checay
la UNIVERSIDAD NACIONAL DE RIO CUARTO, representada por la Facultad de
Ciencias Exactas, Fisico-Quimicas y Naturales, segun se detalla en ANEXO de la
presente resolucion.

ARTICULO 2.- Elevar la presente Resolucion al CONSEJO SUPERIOR para su
tratamiento.

ARTICULO 3.- Registrese, comuniquese. Tomen conocimiento las Areas de
competencia. Cumplido, archivese.

DADA EN LA SALA DE SESIONES DEL CONSEJO DIRECTIVO DE ESTA

FACULTAD, A LOS DIECISEIS DIAS DEL MES DE DICIEMBRE DEL ANO DOS
MIL VEINTIUNO.

RESOLUCION Nro.: 2 5 6 | J
i

—

Dra. MARIA MARTA REY SO
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ANEXO

ACUERDO DE COOPERACION CIENTIFICA
Entre:
INSTITUTE OF EXPERIMENTAL BOTANY AS CR, v.v.i. con domicilio: Rozyojova'
263, 165 02 Prague 6 - Lysolaje, Czech Republic. Director: RN Dr. Martin Vagner,
CSc. IC: 61 389030, (en adelante, IEB)
Y

UNIVERSIDAD NACIONAL DE RIO CUARTO, (UNRC), representada por el Sr.
Rector, Prof. Roberto Rovere, la FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS, FiSICO-
QUIMICAS Y NATURALES, representada por su Decana: Dra. Marisa Rovera (en
adelante, LA FACULTAD), ambas con domicilio en Ruta 36, km 601 de Ia ciudad
de Rio Cuarto, Republica Argentina.

En lo sucesivo, individualmente, como Parte o conjuntamente como Partes.

Mientras que

IEB realiza investigacién basica en biologia molecular vegetal, fisiologia, patologia
y biotecnologia,

LA FACULTAD realiza investigacién basica en biologia de sistemas vegetales y
latencia,

Las PARTES desarrollan actividades de cooperacion en el marco del PROYECTO
DE INVESTIGACION PICT-2803/18 (2020/2023), (en adelante EL PROYECTO),
“Andlisis integrado de perfiles bioquimicos, fisiolégicos y moleculares en lineas
endocriadas de girasol contrastantes en su nivel de dormicién y con potencial uso
como estrategia para su remocién a nivel comercial.” dirigido por el Prof. Dr. Sergio
Alemano, Departamento de Ciencias Naturales de LA FACULTAD, de la Republica

POR LO TANTO, en consideracién de las premisas antes mencionadas, las
PARTES acuerdan Io siguiente:
ARTICULO 1 - ALCANCE DEL ACUERDO

1.1 Ambas Partes se Comprometen a hacer todos los esfuerzos razonables y
diligentes para llevar a cabo EL PROYECTO. EL PROYECTO se describe mas
ampliamente en el Anexo 1 del presente Acuerdo.

1.2 La direccién, gestion e implementacién de este Acuerdo seran acordadas por
el Prof. Dr. Sergio Alemano (en nombre de LA FACULTAD, coordinador) y el Prof,
Miroslav Strnad (en nombre del IEB, subcoordinador). Los siguientes cientificos de|

mente de los
través de sus
vestigadores

Principales de Ias Partes se ¢ nsultaran entre si sobre el progreso / PROYECTO
de manera regular. / L
A%
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1.4 Durante el transcurso de EL PROYECTO, uno o ambos Investigadores
Principales pueden encontrar ventajoso modificar EL PROYECTO. Cualquier
modificacion sera documentada y formalizada en una enmienda escrita a este
Acuerdo y dicha enmienda entrara en vigencia solo si esta firmada por un
representante autorizado de ambas Partes de este Acuerdo.

1.5 Nada en este Acuerdo puede interpretarse como una limitacion de la libertad de
ambas Partes o de sus investigadores que participen de este Acuerdo, de participar
en investigaciones similares realizadas en virtud de otras subvenciones, contratos
o acuerdos de investigacion con otras Partes.

ARTICULO 2 - GASTOS

2 1 Cada Parte cubrird sus propios gastos relacionados con la ejecucion de este
Acuerdo.

22 Ambas Partes haran esfuerzos para obtener mas subvenciones para sus
actividades comunes en virtud del presente a través de nuevos proyectos cientificos
conjuntos.

ARTICULO 3 - PROPIEDAD INTELECTUAL

3.1 Todos los derechos y titulos de las invenciones realizadas bajo el alcance de
este Acuerdo Unicamente por el personal de LA FACULTAD perteneceran
exclusivamente a LA FACULTAD.

3.2 Todos los derechos y titulos de las invenciones realizadas bajo el alcance del
Acuerdo unicamente por el personal de IEB perteneceran exclusivamente a IEB.
3.3 Sujeto a lo dispuesto anteriores, cuando los derechos y la titularidad de los
resultados obtenidos por el personal del IEB actuando junto con el personal de LA
FACULTAD bajo el alcance de este Acuerdo, sean compartidos por las PARTES
en proporcion a su contribucion al resultado, se aplicara la siguiente disposicion de
los derechos del mismo:

- Las PARTES se prestaran toda la asistencia necesaria y trabajaran juntas en
cooperacién con respecto a la proteccion de tales invenciones conjuntas;

- La Patente, modelo de utilidad u otra Solicitud se presentara conjuntamente a
nombre de LA FACULTAD e |EB, participando cada una de las PARTES en
proporcion a su contribucién al resultado;

- Cuando corresponda, las PARTES acordaran el alcance territorial de la patente
extranjera, modelo de utilidad u otra proteccion que las PARTES solicitaran;

- si una PARTE no desea participar en una patente extranjera, modelo de utilidad u
otra proteccion en cierto territorio, la otra PARTE puede presentar una solicitud en
dicho territorio en su propio nombre y por su cuenta.

3.4 Los detalles del acuerdo antes mencionado, asi como el financiamiento de la
patente, modelo de utilidad u otra proteccion solicitada y otorgada de conformidad
con el Articulo 3.3 anterior, se acordaran en un Acuerdo Conjunto de Patentes que
se negociara de buena fe con el objetivo de celebrarlo entre las PARTES para cada
Patente conjunta o modelo de utilidad u otra Solicitud, antes de su pr sentacion.

ARTICULO 4 - CONFIDENCIALIDAD
Las PARTES se comprometen a no divulgar la informacion resultantefdel presente
Acuerdo o de su implementacién y se comprometen a adoptar toga as/medidas
necesarias para que dicha informacion no sea divulgada ;ienci;re

las actuaciones de su personal dependiente y / oé;ntrata o para tal fin e
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implementaran, en relacion con la informacién confidencial, las medidas y formas
que estimen convenientes respecto de aquellas.

La confidencialidad regira durante la vigencia de este Acuerdo y durante los cinco
(5) afios posteriores. Para ello, las PARTES deberan contar con autorizacioén escrita
para transmitir dicha informacién, salvo la que sea requerida por autoridad publica
debidamente fundada.

ARTICULO 5 - FUERZA MAYOR

Si el cumplimiento por alguna de las Partes de cualquiera de sus obligaciones en
virtud de este Acuerdo se retrasa 0 impide por circunstancias fuera de su control
razonable, debidamente justificado, esa Parte no incurrira en incumplimiento de
este Acuerdo debido a dicha demora en el cumplimiento. Sin embargo, si el retraso
en el cumplimiento es de mas de 3 (tres) meses, la otra Parte puede rescindir este
Acuerdo con efecto inmediato mediante notificacién por escrito a la otra Parte.

ARTICULO 6 - VIGENCIA DEL ACUERDO

6.1 Este Acuerdo ser4 valido por la duracién de EL PROYECTO en virtud de este
Acuerdo.

6.2 Este Acuerdo puede rescindirse prematuramente mediante un acuerdo escrito
de las PARTES. '

ARTICULO 7 - CONTROVERSIAS

Las PARTES se comprometen a resolver de manera directa y amistosa entre si, los
desacuerdos y discrepancias que puedan surgir en la planificacién Yy ejecucion del
presente Acuerdo, y en caso de disputa judicial someterse a Ia jurisdiccion de los
Tribunales Federales de la ciudad de Rio Cuarto, Republica Argentina,
constituyendo domicilios legales los ya mencionados.

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, se firman tres (3) copias en espariol y tres (3)
copias en inglés, versiones que tienen igual validez juridica, manteniéndose cada
parte una copia en ambos idiomas, en el lugar y fecha sefialados.

Por IEB Por La FACULTAD Por UNRC

Por RN Dr. Martin Vagner, CSc.  Por Dra, Marisa Rovera Por Prof. Roberto Robere

Funcién: DIRECTOR Funcién: DECANA Funcién: RECTOR
Firma Firma

Fecha Fecha
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AGREEMENT ON SCIENTIFIC CO-OPERATION

Between:

INSTITUTE OF EXPERIMENTAL BOTANY AS CR, v.v.i. with quarters:
Rozvojova 263, 165 02 Prague 6 - Lysolaje, Czech Republic. Director: RNDr.
Martin Vagner, CSc. 16 61389030, (hereinafter referred to as IEB)

And

NATIONAL UNIVERSITY OF RIO CUARTO (UNRC), represented by Sr. Rector,
Prof. Roberto Rovere and the FACULTY OF EXACT, PHYSICAL-CHEMICAL
AND NATURAL SCIENCES, represented by the Dean: Dra. Marisa Rovera
(hereinafter referred to as THE FACULTY), addressed on Road 36, km 601 of
Rio Cuarto city, Argentine Republic.

Hereinafter referred to individually as a Party or jointly as Parties.
Whereas

IEB performs basic research in plant molecular biology, physiology, pathology
and biotechnology,

THE FACULTY performs basic research in plant systems biology and dormancy,

The PARTIES develop cooperation activities within the framework of
RESEARCH PROJECT PICT-2803/18 (2020/2023), (hereinafter referred to as
THE PROYECT), “Analysis of biochemical, physiological and molecular profiles
in inbred sunflower lines contrasting in their level of latency and with potential use
as a strategy for their removal at a commercial level Integrated analysis of
biochemical, physiological and molecular profiles in inbred sunflower lines
contrasting in their level of latency and with potential use as a strategy for their
removal at a commercial level“directed by Prof. Dr. Sergio Alemano, Department
of Natural Sciences of THE FACULTY , of the Argentine Republic. This project is
financed by the National Agency for Scientific and Technological Prototion

under the Ministry of Science, Technology and Innovation of the Arg! n/;ine

|
1

Republic.

NOW THEREFORE in consideration of above-mentioned premises the PAR

agree as follows: \m )/
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ARTICLE 1 - SCOPE OF THE AGREEMENT

1.1 Both Parties undertake to use their reasonable endeavours and diligent efforts
to carry out THE PROYECT. THE PROYECT is described more extensively in
Annex 1 hereto.

1.2 The direction, management and implementation of this Agreement will be
agreed upon by Prof. Dr. Sergio Alemano (on behalf of THE FACULTY,
coordinator) and Prof. Miroslav Strnad (on behalf of IEB, sub-coordinator).
Following IEB scientist will be involved in this project: Dr. K Dolezal (preparation
of phytohormone standards), Dr. D. Tarkowska (brassinosteroid analyses), Dr. J.
Pospisil (strigolactone preparations) a Dr. O. Novak (strigolactone analyses).

1.3 The Parties shall generally keep one another informed of the Results of the
work performed in connection with THE PROYECT, through their respective
Principal Investigators. In addition, the Parties’ respective Principal Investigators
shall consult each other on the progress of THE PROYECT on a regular basis.

1.4 During the course of THE PROYECT, either or both of the Principal
Investigators may find it advantageous to modify THE PROYECT. Any
modifications will be documented and formalised in a written amendment to this
Agreement and any such amendment will become effective only if signed by an
authorised representative of both Parties to this Agreement.

agreements with other Parties.

ARTICLE 2 - EXPENSES

2.1 Each Party will cover its own expenses related to the performance of this
Agreement.

|

2.2 Both Parties will make efforts to acquire further grant Support jof their common
activities hereunder through new joint scientific projects.

A

R e s 15

ARTICLE 3 - |NTELLECTUAL PROPERTY ]

.1 All rights and title to inventions made under thegne\
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3.2 All rights and title to inventions made under the scope of the Agreement solely
by personnel of IEB shall belong solely to IEB.

3.3 Subject to the provisions above, where rights and title to results made by
personnel of IEB acting together with personnel of THE FACULTY under the
scope of this Agreement will be shared by PARTIES in proportion of their
contribution to the result, the following arrangement of the rights thereof shall
apply:

- The PARTIES shall provide to each other every assistance and shall work
together co-operatively in respect of the protection of such joint inventions;

- The Patent, utility model or other Application shall be filed jointly in the names of
THE FACULTY and IEB, each of the PARTIES having a share in proportion to its
contribution to the result;

- Where applicable PARTIES will agree on the territorial scope of foreign paten,
utility model or other protection for which the PARTIES will apply;

- if a PARTY does not wish to participate on foreign patent, utility model or other
protection in certain territory, the other PARTY may file an application in such
territory in its own name and at its own cost.

3.4 Details of the above mentioned arrangement as well as financing of patent,
utility model or other protection applied for and granted pursuant to Article 3.3
above and will be agreed in a Joint Patent Agreement which will be negotiated in
good faith with the aim of conclusion between the PARTIES for every joint Patent
or utility model or other Application, prior to its filing.

ARTICLE 4 — CONFIDENTIALITY

The PARTIES undertake not to disclose the information resulting from this
agreement or its implementation and undertake to adopt all necessary measures
so that such information is not disclosed, being responsible for the actions of their
dependent personnel and / or contracted for this purpose and wisl implement in
relation to confidential information the measures and forms that they deem
appropriate with respect to those.
Confidentiality will govern for the duration of this Agreement and { ive (5) years
after it. For this, the PARTIES must have written authorizatiof transmit that

information, except that whiclgﬁ\\q\li&i?d\t)y duly founded public Vo(ty.

A

L L o i e e
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If the performance by either Party of any of its obligations under this Agreement
is delayed or prevented by circumstances beyond its reasonable control, duly
justified, that Party will not be in breach of this Agreement due to such delay in
performance. However, if the delay in performance is more than 3 (three) months,
the other Party may terminate this Agreement with immediate effect by notifying
the other Party in writing.

ARTICLE 6 — TERM OF THE AGREEMENT

6.1 This Agreement shall be valid for the length of THE PROYECT under this
Agreement.

6.2 This Agreement can be prematurely terminated by a written agreement of the
PARTIES.

ARTICLE 7 - DISPUTES

The PARTIES undertake to resolve directly and amicably among themselves, the
disagreements and discrepancies that may arise in the planning and execution
of the protocol, and in the event of a judicial dispute submit to the jurisdiction of
the Federal Courts of the city of Rio Cuarto, Argentine Republic, constituting legal
domiciles those already mentioned.

IN WITNESS WHEREOF, three (3) copies in Spanish and three (3) copies in
English are signed, versions that have equal juridical validity, keeping each party
one copy in both languages, in the place and date stated.

For IEB For THE FACULTY For THE UNIVERSITY

By RNDr. Martin Vagner, CSc. By Dra. Marisa Rovera By Prof. Roberto Rovere

Function: DIRECTOR Function: DEAN Function: RECTOR
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L OBJETIVOS GENERALES

Las demandas actuales y futuras de alimentos y bioenergia, en el contexto de crecimiento
demogréfico, cambio climatico global y la escasa o nula posibilidad de incrementar la superficie
cultivable; desafian a incrementar los rendimientos potenciales de los cultivos, pero
fundamentalmente reducir las brechas entre los rendimientos potenciales con respecto a los

y lugar demandado por el productor. Entre los factores que afectan la germinacion, la dormicién es
probablemente la m4s importante, ya que es un rasgo hereditario que puede inhibir la germinacién de
una semilla viable (Rodriguez et al., 2011). Tanto agricultores, como criaderos de semillas encuentran
problemas asociados a dormicién, lo que puede resultar en pérdidas econémicas graves. La
modificacion de la dormicién de Ia semilla debe ocurrir en un “intervalo de tiempo preciso”, lo cual

temprano, como asi también contribuir4 al desarrollo de nuevas tecnologias de control de la
dormicién, requisito esencial para lograr disminuir su incidencia en situaciones productivas. Este
proyecto tiene como objetivo general estudiar las bases fisiolégicas, bioquimicas y moleculares de
la dormici6én impuesta por los diferentes tejidos que constituyen la semilla, en lineas puras de girasol
con diferentes niveles de dormicién al momento de cosecha. Particularmente se propone estudiar el
rol de nuevos “actores quimicos” -brasinoesteroides, estrigolactonas y karriquinas- en la germinacion
y la dormicién de semillas de girasol de lineas endocriadas contrastantes en su capacidad germinativa;
analizando su interaccién hormonal, bioquimica y de expresion génica.

Tales investigaciones aportarén conocimientos acerca de los mecanismos que regulan la germinacién
y dormicién de semillas, brindando de este modo informacién que podrs ser utilizada como
herramienta para el abordaje de nuevas tecnologias tendientes a aportar soluciones a las dificultades
asociadas a la dormicién de semillas de girasol.

z z

A fin de estudiar las bases fisiolégicas y moleculares de la dormici6n en semillas de girasol, se
proponen las siguientes hipétesis de trabajo:

(Hipotesis 1: “Semillas de girasol con diferente nivel de dormicién al momento de cosecha
(presentan diferencias en los niveles endégenos de brasinoesteroides y estrigolactpnas”. En el
{primer objetivo especifico se propone cuantificar los niveles enddgenos de brasinoesteroifles (BRs)
\y_estrigolactonas (SLs) en eje embrionario, cotiledones, testa y_pericarpo de semillay secas y

-

A



{embebidas de las lineas de girasol lineas B91 (sin dormicién a cosecha), B123 (con bajo nivel de
{dormicién a cosecha) y A-3 (con alto nivel de dormicién a cosecha).

(Hipétesis 2: “Diferentes niveles de dormicién en semillas de girasol al momento de cosecha
{presentan diferencias en la expresion de genes involucrados en el metabolismo (biosintesis y/o
{catabolismo) de brasinoesteroides y estrigolactonas”. Para comprobar esta hipétesis se plantea
{como segundo objetivo especifico estudiar la expresion de genes que participan en el metabolismo
{de tales hormonas: LK (esterol Sa-reductasa), CYP8541 (C6-oxidasa), CCD7y CCDS8 (dioxigenasas

{7y 8) en eje embrionario e semillas secas y embebidas e las lineas de girasol B91, B123y A-3.

(Hipotesis 3: “Modificaciones en el contenido endégeno de brasinosteroides y estrigolactonas en
{eje embrionario, estan asociados con cambios en el nivel de expresion de genes involucrados en
(el metabolismo de dichas hormonas”. Como tercer objetivo especifico se pretende correlacionar
lel contenido endégeno de brasinoesteroides y estrigolactonas en eje embrionario de semillas secas y
|embebidas con la expresion de genes del metabolismo hormonal.

{Hipotesis 4: «Brasinoesteroides, estrigolactonas y karriquinas regulan la germinacion y
{dormicion de semillas de girasol a través de la modulacion de la biosintesis y camino de
|sefializacién de 4cido abscisico (ABA) y giberelinas (GAs)”. En el cuarto objetivo especifico se
{evaluard la accién de brasinoesteroides, estrigolactonas y karriquinas sobre la germinacién y
{dormicién de semillas de girasol a través de aplicaciones exdgenas. Asimismo, se determinara la
{accion de estos compuestos sobre el contenido endégeno de ABA, sus catabolitos (4cido faseico, PA;
{dihidrofaseico, DPA 'y ABA-glucosil éster, ABA-GE) y GAs (GAi1, GAs, GAsy GA,) y el nivel de
(expresion de genes (ABI3, Abscisic acid insensitive 3 y RGL2, RGA-like 2) en eje embrionario de
{semillas secas y embebidas de las lineas de girasol B91, B123y A-3.

Hipotesis 5: “Las especies reactivas de oxigeno (ROS) interaccionan con brasinoesteroides,
estrigolactonas y karrikinas en la regulacion de la germinacion y dormicién de semillas de
girasol” El mmmmmmm consiste en evaluar el efecto de la aplicacién exogena de BRs,
SLs y KARs sobre el contenido endégeno de peroxido de hidrégeno (H202) y anién superdxido (O
) y la actividad de enzimas del sistema antioxidante como superéxido dismutasa (SOD), catalasa
(CAT)y ascorbato peroxidasa (APX) en eje embrionario de semillas secas y embebidas de las lineas
de girasol B91, B123 y A-3.

Hipoétesis 6: «Brasinoesteroides, estrigolactonas y karrikinas regulan la germinacién y
|dormicién de semillas de girasol a través de la modulacion del transporte de ABA y GAs entre
[tejidos de la semilla”. En el sexto objetivo especifico consiste en evaluar el efecto de la aplicacién
(exogena de BRs, SLs y KARs sobre el nivel de expresion de los genes ABCG30 (ATP-Binding
(Cassette G30) y NPF3 (Nitrate Transportel/Peptide Transporter 3), involucrados en la sintesis de
{transportadores de ABA 'y GAs, en eje embrionario de semillas de las lineas de girasol B91, B123 y
({A-3.

3, RELEVANCIA DEL PROBLEMA

El cultivo de girasol (Helianthus annuus L.) ocupa en Argentina una importante superficie; 1.9 X 10
ha en la campafia 2017-2018, con una produccion de 3.5x 10°tn. A suvez, el rinde medio en nacional
se ubico en la presente campafia en 20,7 qq/ha, superando en un 4 % al promedio de log ultimos cinco
afios y en 0,4 qg/ha al acumulado durante el ciclo 2016/17 (Bolsa de Cereales de Bs. As., 2018). Las
predicciones internacionales sugieren un aumento en la demanda del aceite de girasol y subproductos;
por lo que los agricultores argentinos podrian hacer una gran contribucién a fin d¢ satjsfacer estas
necesidades A partir de las promisorias expectativas del cultivo de girasol se esper: gnificativo
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incremento del 4rea sembrada en Argentina (Castafio, 2018), como la reduccién de las “brechas de
rendimiento”, meta propuesta por la Asociacién Argentina de Girasol (ASAGIR, 2018). Este hecho,
implica obtener una adecuada implantaci6n y establecimiento del cultivo, lo cual impactard en uno
de los componentes clave de su rendimiento como es el nimero de plantas/ha, y por ende el nimero
de capitulos por unidad de superficie, para lo cual es necesario disponer de semillas de calidad que
puedan germinar rapidamente y en forma uniforme,

Actualmente, se han detectado en el cultivo de girasol diferentes problemas productivos entre los
cuales se encuentra la dormicién en sus semillas al momento de cosecha (Rodriguez et al., 2011); a
partir de la cual las semillas son incapaces de germinar debido a mecanismos internos, -de naturaleza
fisica, morfolégica y/o fisiolégica-, que bloquean la germinacién aun cuando todas las condiciones
ambientales son favorables para que ello ocurra (Koornneef et al., 2002). Esto genera problemas en
lineas fundacionales e hibridos producidos en los criaderos de semillas, lo cual de no resolverse
producird dificultades en la siembra del cultivo. No debemos olvidar que las semillas utilizadas en
siembras de la zona pampeana provienen de cultivos realizados en contra-estacién €n zonas mas
calidas del pais o del exterior, y con ello los tiempos entre su cosecha, posterior proceso de seleccion
en los criaderos y liberacién comercial para su posterior siembra son acotados. En girasol, la
dormicidn esté4 controlada tanto por el embrién como por las cubiertas de la semilla (testa y pericarpo)
y/0 una combinacién de ambas. La dormicién impuesta por el embrién comprende un corto periodo
de tiempo, mientras que la inducida por la testa y el pericarpo persiste generalmente por més de 32
semanas (Brunick, 2007). En cuanto a la persistencia de la dormicién en semillas de girasol, la misma
también puede variar segin el genotipo desde varias semanas hasta casi un afio; mostrando los
hibridos elevados niveles de dormicién en relacién a otros genotipos cultivados (Maiti et al., 2005),
inclusive un mismo genotipo presenta variabilidad de acuerdo a su origen (condicién agro-ecoldgica)
(Benech-Arnold et al., 2013).

La germinacién y dormicién de semillas son procesos regulados por la accién simultédnea de diferentes
fitohormonas a través de interacciones sinérgicas y antagénicas entre ellas. Las respuestas mediadas
por hormonas en semillas estin reguladas principalmente por su metabolismo - biosintesis y
catabolismo- y/o el camino de transduccién de su sefial (Shu et al., 2016; Skubacz y Daszkowska-
Golec, 2017). Recientemente, se ha propuesto que el transporte de hormonas y sus precursores entre
los diferentes tejidos que constituyen una semilla también Jugaria un rol en las respuestas hormonales
(Nonogaki, 2017). Es ampliamente conocido que 4cido abscisico (ABA, promueve la dormicién de
semillas) y giberelinas (GAs, estimulan la germinacion de semillas) son las hormonas primarias que
Jjuegan un rol antagénico en la regulacién de la germinacién y dormicién de semillas (Shuet al., 2016;
Vishal y Kumar; 2018); especialmente importante es el balance entre ambas. Es mds, tanto ABA
como GAs interaccionan a nivel de su biosintesis y vias de sefializacién (Graeber et al., 2012:
Gazzarrini y Tsai 2015). M4s aun, su accién puede ser modulada por otras fitohormonas tales como
auxinas, jasmonatos (JAs), etileno (ET), é4cido salicilico (SA) entre otras (Shu et al., 2016; Skubacz
y Daszkowska-Golec, 2017). Por otra parte, se ha demostrado que nuevos “actores quimicos” entre
las fitohormonas también contribuyen en la regulacién de la germinacién y dormicién de semillas;
entre ellas brasinosteroides (BRs) y estrigolactonas (SLs). Los BRs antagonizan la accién de ABA en
la regulacién de la dormicién y germinacion de semillas (Steber y McCourt, 2001). En tal sentido, ha
sido reportado que el efecto antagonico de BRs en relacién a ABA est4 mediado por el gen MADRE
DE FT Y TFLI (MFT) el cual modula negativamente el camino de sefializacién de ABA (Xi et al.,
2010). En mutantes BRs-deficientes y BRs- insensibles la germinacién es fuertemente inhibida por
ABA en comparacién con el fenotipo salvaje; confirmando el rol de los BRs en el proceso de

germinacion (Steber y McCourt, 2001). Asimismo, se ha demostrado que BIN2 (Brassinosteroid
Insensitive 2). un represor clave de la via de sefialivacion de BRs, fosforila y estabiliza la proteina

ABIS que media el camino de seflalizacion de ABA durante la germinacidn; asi los B reprimen la
interaccién BIN2-ABI5 (Huy Yu, 2014). Por otro lado, Chitnis et al. (2014) observargn en semillas
de trigo que el “after-ripening” activa la biosintesis y camino de sefializacién de BRs durante la
imbibicién contrarrestapdo el accionar de ABA. En relacién a la interaccién BRs-GAs, [diferentes
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estudios han demostrado que los BRs puede revertir el fenotipo de semillas no germinantes de
Arabidopsis deficientes o insensibles a GAs (Steber y McCourt, 2001). Es més, BRs, GAs y ET
incrementan la germinacion de las semillas debido a surol en la ruptura del endosperma (FinchSavage
y Leubner-Metzger, 2006). Respecto a las SLs, fueron descriptas por primera vez como moléculas
sefiales involucradas en la estimulacién de la germinacién de semillas de plantas parésitas del género
Striga y Orobanche (Bouwmeester et al., 2003). Recientemente, las SLs han sido implicadas en
activacién de la germinacién en otras especies (Toh et al., 2012; Shu et al., 2016). Toh et al. (2012)
reportaron que las SLs aliviarian la termoinhibicién en semillas de Arabidopsis a través de la
modulacién de la relacion ABA/GAs. Ademas, algunos componentes clave de su via de sefializacion
afectan la germinacién de las semillas, tales como SMAXI (Suppressor of More Axillary Growth2 1)
en Arabidopsis (Stanga et al., 2013) y OsD53 (Jiang et al., 2013) en arroz. A nivel molecular, la
mayoria de las modificaciones bioquimicas y fisiologicas que ocurren durante la germinacion y
dormicién de semillas estén regidas por la expresion de diversos grupos de genes (Weitbrecht et al.,

2011). Es mas, ha sido demostrado que en ciertas especies tales como Nicotina tabacum (Leubner-
Metzger, 2005), Nicotiana plumbaginifolia (Bove et al., 2005) y cebada (Leymarie et al., 2007) el
“after-ripening” gatilla cambios en la expresion génica. En este sentido, recientemente Chitnis et al.
(2014) observé cambios en la transcripcion de genes relacionados con la biosintesis y camino de
sefializacién de BRs, ET, SA y citocininas en semillas secas y embebidas de trigo luego del

almacenamiento en seco. De hecho, cambios en la expresion de genes que codifican enzimas del

metabolismo hormonal son considerados los principales reguladores genéticos de la germinacion y
dormicién de semillas.

En adicién a las fitohormonas, otros compuestos quimicos tienen la capacidad para regular la
germinacioén y dormicién de semillas, entre ellos las karrikinas (KARs) (Dixon et al., 2009) y las
especies reactivas de oxigeno (ROS) (Oracz y Karpinski, 2016). Diferentes estudios revelaron que
Jas KARs promueven la germinacion y establecimiento de plantulas en Arabidopsis (Waters et al.,

2014; Flematti et al., 2015); mientras que otras investigaciones determinaron que semillas de cultivos
horticolas tales como lechuga (Lactuca saliva) y tomate (Lycopersicon esculentum) fueron capaces
de responder a KARs (Jain et al., 2006; Stevens et al., 2007). Méas aun, recientemente Meng et al.
(2016) demostraron que las KARs retrasan la germinacién de semillas de soja a través de la
modificacion la relacion ABA/GAs. En efecto, evidencias actuales muestran que las KARs regulan
la germinacién de semillas a través de la modulacion de la biosintesis y/o camino de transduccion de
ABA, GAs y écido indol-3-acético (AIA) (Meng et al., 2017). Sin embargo, investigaciones futuras
son necesarias para estudiar el rol de las KARs en la germinacién de semillas de otros cultivos de
interés agricola. En relacién a ROS, ha sido ampliamente documentado la existencia de una
interaccion entre ROS y fitohormonas, en diferentes procesos relacionados con la germinacion y
dormicién de semillas (Bahin et al., 2011; Oracz y Karpinski 2016; Wojtyla et al., 2016).
Particularmente, en semillas de girasol la pérdida de dormici6n est4 asociada con la acumulacion de
ROS, la peroxidacion de lipidos y la carbonilacién de proteinas especificas en células del eje
embrionario (Oracz et al., 2007; Bailly et al., 2008). Mas ain, El-Maarouf-Bouteau et al. (2015)
proporcioné evidencia de la existencia de una estrecha interaccion entre ROS, ABA y ET en la
pérdida de dormicién de semillas de girasol.

Respecto al transporte hormonal, diferentes tipos de transportadores han sido implicados en el
transporte local y a larga distancia de hormonas vegetales (Park et al., 2017); sin embargo, menores
son los conocimientos sobre los mecanismos del transporte de hormonas en los tejidos que
constituyen la semilla (Nonogaki, 2017). Kang et al. (2015) localizaron exportadores de ABA -
AtABCG31y AtABCG25- en endosperma de semillas de Arabidopsis; mientras que los importadores

-AtABCG30 y AtABCG40- se localizaron principalmente en el embrion, lo que sugiere que ABA
producido en endosperma se transporta y tiene un rol en el embrién. Asi estos autores, determinaron
que el crecimiento embrionario es inhibido por la actividad coordinada de multiplgs transportadores
de ABA expresados en los diferentes tejidos de la semilla. En adicién a los transportadores ABCGs,
en semillas se han identificado los transportadores AIT1 (ABA-IMPORTING T SPORTER1)
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insensibles a ABA exdgeno (Kanno et al., 2012). En cuanto al transporte de GAs, Tal et al. (2016)
observaron que los transportadores tipo NPF3 localizados en membrana plasmética de células
endodérmicas de raices de Arabidopsis, podrian jugar un rol en el transporte de esta hormona en
semillas (Nonogaki, 2017). Por otro lado, la expresién de NPF3 en las raices es reprimida por GAs y
promovida por ABA; y ambas hormonas pueden ser transportadas por este tipo de transportador, por
lo que la interaccién ABA-GAs también podria ocurrir a nivel de transporte hormonal.

A partir de lo antes expuesto, se demuestra la complejidad del proceso de dormicién que ocurre en
semillas y con ello la necesidad de dilucidar la participacién de nuevos “actores quimicos” -BRs, SLs
Y KARs- en la regulacién de la germinacién y dormicién de semillas de girasol y su probable
interaccién con hormonas primarias -ABA y GAs- y ROS. Estos conocimientos permitirdn nuevos
abordajes tecnolégicos que posibilitardn minimizar el impacto de esta problemética en el cultivo de
girasol.

WWWMMW

dias el porcentaje de germinacion fue similar en ambas lineas, corroborando que este tratamiento es
efectivo en la liberacion de la dormicién en semillas de girasol; tales como aquellas de la linea B123.
Sin embargo, cuando las semillas de la linea B123 fueron conservadas a -20°C, el nivel de dormicién
s¢ mantuvo (Andrade et al., 2015). El contenido de jasmonatos (JAs), 4cido absisico (ABA),
giberelina 1 (GA))y 3 (GAs) se evalu6 a los 0, 11, 22, 33 y 44 dias post-cosecha en eje embrionario,
cotiledones y pericarpo de semillas secas. En embrién (eje embrionario + cotiledones), 4cido
jasmoénico (JA) no mostré diferencias entre ambas lineas y su contenido fue mayor a los 33 dias post-
cosecha, siendo este incremento mas notorio en la linea B123. El contenido del derivado hidroxilado

pericarpo, el contenido de JA fue mayor en la linea B123 en todos los tiempos post-cosecha
evaluados. Tanto en la linea B91 como B123, 4cido jasménico conjugado con isoluecina (JA-Ile) no
varié significativamente entre los tiempos post-cosecha (Bohano, 2012, Tesis de grado). En

cotiledones de la linea B123, el contenido de ABA alcanz6 su pico maximo a los 22 dias post-cosecha

hasta los 22 dfas post-cosecha en la linea B123; mientras que en B91 se detects mayor acumulacién
de GA:a los mismos tiempos. En eje embrionario, tanto en B91 como en B123, ABA no vario

significativamente entre los tiempos post-cosecha analizados. El contenido de GA; incrementd
considerablemente en ambas lineas a los 33 dias post-cosecha. Por el contrario, en 19 linea B91, GA,
mostr6 un contenido més elevado a los 0 Yy 22 dias post-cosecha. En pericarpo el contepido de ABA
$€ mantuvo estable hasta el final del experimento en ambas lineas (Kovacevich, 12, Tesis de
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grado). Posteriormente, nuestros estudios se centraron en el andlisis de cambios fisiologicos,
moleculares y bioquimicos que ocurren durante la imbibicién temprana (entre las 0 y 24 h de
imbibicién). Los resultados mostraron que en pericarpo de semillas secas de las lineas B91 y B123 el
contenido de 4cido salicilico (SA) fue mayor a los 33 dias post-cosecha (en ambas temperaturas de
almacenamiento: 25°C y -20°C) respecto de los O dias. Durante la imbibicién, SA no mostro
diferencias en pericarpo de semillas almacenadas por 33 dias a 25°C y -20°C. El contenido de ABA
no se modificé significativamente a partir de las 12 h de imbibicién tanto a los 0 y 33 dias de
almacenamiento a bajas temperaturas. Respecto a los JAs, a los 0 dias post-cosecha el contenido del
4cido 12-oxo-fitodienoico (OPDA) -precursor de JA- fue méximo en pericarpo de la linea B123;
mientras que en B91 el pericarpo de semillas almacenadas por 33 dias a bajas temperaturas mostro el
méximo nivel. Por otro lado, el nivel endogeno de JA fue mayor en pericarpo de semillas recién
cosechadas y almacenadas por 33 dias a temperatura ambiente respecto del pericarpo de semillas
almacenados a bajas temperaturas. Estos hallazgos indicaron que el perfil hormonal del pericarpo
varia segiin el nivel de dormicion de la semilla y se modifica diferencialmente como resultado tanto
del proceso de imbibicion como del periodo de almacenamiento post-cosecha (Andrade et al., 2015).
Por otro lado, investigamos el contenido endégeno de ABA, sus catabolitos y las giberelinas activas

-GA, y GAs-, asi como el nivel de expresion de ciertos genes del metabolismo y del camino de
sefalizacion de dichas hormonas en embriones de semillas secas y embebidas. Los resultados
mostraron que el contenido de ABA fue superior en embrién de semillas secas de la linea B123. Un
pico de ABA fue registrado a las 3 h de imbibicién en embrion de la linea B123, el cual fue
acompafiado por un descenso significativo en el contenido del conjugado de ABA con glucosa (ABA-
GE) y de écido fésico (PA). Sin embargo, y en referencia al proceso de de-conjugacion no se
observaron diferencias en los niveles de expresion de gen B-Glucosidase durante la imbibicién entre
ambas lineas, por lo se podria decir que el proceso de de-conjugacién no es la principal fuente de
ABA bioactivo requerido para el mantenimiento de la dormicién en la linea B123. Sin embargo, una
disminucion en los niveles de ABA fue detectado a las 6 h de imbibicién en embrion de B123, lo que
se correlacion6 con un incremento de PA y el gen ABA-8-OH (ABA-8 -hidroxilasa), por lo que el
catabolismo de ABA podria ser gatillado durante la imbibicién. Respecto a las GAs ambas lineas
mostraron incremento en los niveles end6genos de las giberelinas activas -GA; y GAs- alas 12 h de
imbibicién, lo que se correlacion6 con un incremento en la expresion de los genes de la biosintesis
GA3-ox and GA20-ox a las 6 h de imbibicion. A las 0 y 3 h de imbibicién el gen RGL2 (proteina
DELLA, inhibitoria de la germinaci6n) s6lo estuvo presente en la linea B123. Asi, la imposicion y
mantenimiento de la dormicion de semillas B123 estarian en relacion con la expresion del gen RGL2
y la sintesis de “novo” de ABA durante la imbibicién (Rosell6 et al., 2016). El anélisis de OPDA 'y
JA mostr6 diferencias entre eje embrionario y cotiledones de las lineas B123 y B91; observandose
mayores niveles en eje embrionario. A los 0 dias post-cosecha, el nivel de OPDA y JA fue menor en
embriones (eje embrionario + cotiledones) de semillas secas B123 respecto de B91. En semillas secas
de 1a linea B91 un nivel umbral -OPDA: 75000 pmol (g PS)"; JA: 50000 pmol (g PS)"!- fue necesario
para que la germinacion se desencadenara. Durante la imbibicion, un incremento de JA fue observado
en eje embrionario de la linea B91, mientras que en la linea B123 no se registraron diferencias
significativas en los niveles de OPDA y JA. El almacenamiento en seco por 33 dias a 25°C incremento
los niveles de ambos compuestos en €je embrionario de semillas secas y embebidas de la linea B123.
De este modo, el perfil hormonal de OPDA y JA en eje embrionario y cotiledones fue
diferencialmente modificado durante la imbibicién y el almacenamiento en seco a temperatura
ambiente. Més atin, JA y OPDA estarian involucrados en la liberacién de la dormicién mediada por
el embrion en semillas B123 (Alcoba, Tesis de grado). Por otro lado, se investigé la interaccion entre
especies reactivas del oxigeno (ROS), enzimas del sistema antioxidante y SA durante la imbibicion
temprana de semillas de las lineas B123 y B91. Este analisis mostr6 que el embridn (eje embrionario

+ cotiledones) de semillas secas de la linea B123 presenté mayor nivel de SA respecto de B91. Una

disminucion en los niveles de SA fue observada en embrién de la linea/ BA23 luego del
almacenamiento en seco. Bajos niveles de H,0: se detectaron en embriones de s fllas secas de la
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linea B123 al momento de cosecha, los que se incrementaron luego del almacenamiento en seco a
temperatura ambiente, indicando que es necesario un nivel umbral ms alto de H20; en semilla seca
de esta linea para que la pérdida de dormicién se desencadene. Una disminucién de la actividad
catalasa (CAT) se correlacioné con altos niveles de H;0; en eje embrionario de semillas secas de la
linea B123 almacenadas por 33 dias a 25°C. Respecto a la actividad ascorbato peroxidasa (APX) no
se registraron relevantes diferencias entre lineas, Durante la imbibicién, un incremento de SA se
registré a las 3 h de imbibicién, el que se correlaciond con una disminucién de H,O; a las 6 h de
imbibicién en eje embrionario de semillas B123 almacenadas por 33 dias; lo que podria sugerir que
SA podria promover la eliminacién de ROS durante la imbibicién temprana, contribuyendo asf a la
regulacién del nivel de H,O, en la semilla. Estos resultados indicarian que SA participaria en la
imposicién de la dormicién en semillas de girasol; adem4s de confirmar la participacion de H,O; en
la liberacion de la dormicién de semillas de girasol impuesta por el embrién (Trabajo en redaccién).
Por otro lado, resultados preliminares, mostraron diferencias en los perfiles hormonales de ABA,
GA4, AIA (4cido indol-3-acético), OPDA y JA en testa de semillas secas y embebidas de ambas lineas
a 0 dias post-cosecha (datos no publicados). La identificacién y cuantificacién de las hormonas
mencionadas se realiz6 por Cromatografia Liquida-Espectrometria de Masas Téndem (LC/MS-MS).
Recientemente, evaluamos respecto al nivel de dormicién, a semillas de la linea pura de girasol A-3.
Estas semillas se caracterizan por poseer un alto nivel de dormicién a cosecha; teniendo su pericarpo
un importante rol en la regulacién de la dormicién fisica (Vigliocco et al., 2017) El anélisis
histolégico del pericarpo de las lineas B123 (Andrade et al., 2015) y A-3 (Vigliocco et al., 2017)
mostré que la dormicién fisica atribuida al pericarpo estd determinada al menos en parte, por el gran
tamafio de las células epidérmicas y la ausencia de células parenquimiticas en el 4rea micropilar.

Por otro lado, en busqueda de una solucién al problema de variabilidad en la germinacion observada
en diferentes materiales del Area de fundacién de lineas y bésicos y de produccién comercial del
criadero de la Asociacién de Cooperativas Argentinas (ACA) se estan evaluando lineas puras e
hibrido de girasol en cuanto al cardcter de dormicién de semillas (Proyecto SPU; Res. 2016-2641-
E-APN-SECPU#ME). Resultados preliminares mostraron que la eliminacién del pericarpo aumentd
el porcentaje de germinacién en semillas de lineas puras e hibrido con dormicién a cosecha. Por otro
lado, tratamientos con altas concentraciones de GAs y Ethephon fueron efectivos en la liberacidn de
la dormicién en todos los genotipos en estudio. Mientras que la eficiencia de los tratamientos con
AlA y citocininas (6-benciladenina) dependieron del genotipo evaluado (datos no publicados). Estos
resultados muestran que futuros estudios son necesarios a fin contribuir a la comprensién integral de
los procesos tejido-especificos que regulan la germinacién y dormicién de semillas de girasol. Mas
aun, teniendo en cuenta que tales conocimientos pueden contribuir a la busqueda de soluciones
tecnolégicas a la problematica de la dormicién de semillas de girasol a partir de la mayor demanda
de precision y eficiencia en la siembra por la agricultura moderna.

Como parte de estas lineas de investigacién:

- s han finalizado seis Tesis de Grado en las que se analizaron niveles hormonales end6genos
(JAs, ABA y GAs) en semillas secas de las lineas B123 y B91, y se correlacionaron con su capacidad
germinativa (Julian Bohano - Natalia Kovacevich); se evaluaron los niveles endbgenos de OPDA,
JA'y SA en pericarpo de semillas secas y embebidas de ambas lineas al momento de cosecha y luego
de su almacenamiento bajo dos condiciones diferentes: tiempo post-cosecha (0 y 33 dias) y
temperatura (-20°C y 25°C) (Nataly Riera, Becaria CONICET hasta julio de 2016); se cuantificé

los niveles endégenos de ABA, GA; y GA; en embriones de semillas secas y embebidas de girasol a
los 0 v 33 dfas post-cosecha a 25°C (Clarisa Palacio); se midi6 cl nivel de expresion de genes

relacionados al metabolismo y sefializacién ABA y GAs en semillas secas y embebidag de las lineas
B123 y B91 a los 0 dias post-cosecha (Paula Rosell6); se cuantificaron los niveles endogenos de
OPDA y JA en eje embrionario y cotiledones de semillas secas y embebidas de las lineas BP1 yB123
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al momento de cosecha y luego del almacenamiento en seco por 33 dias a temperatura ambiente (Juan
Alcoba).

- se encuentran en ejecucion dos Tesis de Grado de la carrera de Licenciatura en Ciencias Biologicas
en relacion a esta linea de investigacion (Zoé Del Bel-Sara Cumin).

- est4 desarrollando tareas de investigacion la Adscripta en Investigacion Roxana Reynaga.

METODOLOGIADE TRABAJO

Minimizar el problema de dormicién de semillas en girasol es una de los objetivos de la industria
semillera con la finalidad de disminuir su incidencia en el sistema productivo. Asi, el estudio de los
mecanismos fisiologicos y moleculares involucrados en la germinacién y dormicién de semillas de
girasol es clave para el desarrollo de nuevas tecnologfas tendientes a minimizar los problemas en la
produccién de girasol derivados de la dormicién de semillas; lo que permitird incrementar la
competitividad de este cultivo en el sistema agropecuario. En este contexto, la hipdtesis general
subyacente es: “La accién concertada de nuevos “actores quimicos” -brasinoesteroides,
estrigolactonas y karrikinas- con ]as hormonas primarias -4cido abscisicoy giberelinas- y las especies
reactivas de oxigeno en los diferentes tejidos de la semilla regulan los procesos de germinacion y
dormicién en semillas de girasol”.

La hip6tesis general planteada se sustenta en los siguientes antecedentes previos y supuestos: (1)
semillas de las lineas B123 y A-3 presentaron dormicién al momento de cosecha; mientras que
semillas de la linea B91 no presentan dormicién a cosecha; (2) semillas de las lineas B123 perdieron
dormicién luego de 33 dias de almacenamiento en seco, (3) en semillas de la linea A-3 la dormicién
impuesta por el embrién comprende un corto periodo de tiempo (33 dias post-cosecha); mientras que
la impuesta por el pericarpo comprende un periodo mas largo de tiempo (70 dias post-cosecha); (4)
se registraron diferencias en el perfil hormonal de pericarpo, testa, eje embrionario y cotiledones de
semillas secas y embebidas de las lineas BO1'y B123; (5) el contenido de H:0: y la actividad de
enzimas del sistema antioxidante (catalasa y ascorbato peroixidasa) se modificaron diferencialmente
durante la imbibicién temprana en €je embrionario y cotiledones de semillas de girasol de las lineas
B123 y B91; (8) la histologfa del pericarpo de las lineas B123 'y A-3, estaria asociado en parte con la
dormicion fisica de semillas de ambas lineas.

De acuerdo a los objetivos generales y especificos de este proyecto, la metodologia propuesta ha sido
seleccionada basicamente en funcion de la infraestructura y recursos humanos disponibles en nuestro
equipo de trabajo. El material vegetal para evaluacion de dormicion, constituido por lineas
endocriadas de girasol, sera provisto por los fitomejoradores MSc. Daniel Alvarez de la EEA INTA-
Manfredi y la Ing. Marisa Della Maddalena del criadero de Pergamino de la Asociacion de

Cooperativas Argentinas (ACA), quienes poseen la infraestructura para multiplicar y regenerar

semillas de lineas puras de girasol (ambos integrantes del grupo colaborador). e
(La determinaci6n de niveles endogenos de BRs y eventualmente algunas SLs que no se determinen
{en nuestro laboratorio, se realizaran en un moderno laboratorio del Instituto de Biologia Experimental
{de la Universidad Palacky (Republica Checa), referente internacional de la cuantificacién de
{metabolitos con actividad hormonal, y bajo la supervisién del Dr. Miroslav Strnad (integrante del
|grupo colaborador).

Los tratamientos exogenos (BRs, SLs y KARs), los ensayos de germinacién y la cuantificacion
endégena de SLs, ABA, sus catabolitos y GAs planteados en este plan de investigacién se llevan a
cabo rutinariamente por el grupo de trabajo con recursos locales, y se desarroll en el laboratorio
de Fisiologia Vegetal de la Facultad de Ciencias Exactas, Fisico-Quimicas y N ales de la UNRC
que cuenta con modernos Cuartos Ambientales PR48 Conviron para germinagion y crecimiento,
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equipo de alta tecnologia (LC-ESI-MS/MS) y dem4s equipamiento basico para realizar este tipo de
analisis (Ver detalle en ftem Infraestructura y Equipamiento existente en la Unidad Ejecutora).

Los andlisis de expresién génica se desarrollarn en colaboracién con el laboratorio de en la Catedra
de Cerealicultura, Facultad de Agronomia UBA - Instituto de Investigaciones Fisiolégicas y
Ecolégicas (UBA-CONICET) que dispone de equipamiento basico para los andlisis moleculares
(extraccién y cuantificacién de ADN, corridas electroforéticas en geles horizontales y verticales), y
seran supervisados los Dres. M., V. Rodriguezy D. Batlla (ambos integrantes del grupo colaborador)
Las determinaciones de ROS y actividad de enzimas del sistema antioxidantes se realizaran en la
catedra de Anatomia y F isiologfa I de la Universidad Nacional de San Luis bajo supervisién de la
Dra. M.V. Pérez-Chaca (integrante del grupo colaborador).

1 i

1. Cuantificar los niveles enddgenos de brasinoesteroides (BRs) (epibrasinoliday catasterona entre
otras) y estrigolactonas (SLs) (dimetil-sorgolactona y dihidroxi-estrigol entre otras) en eje
embrionario, cotiledones, testa Y pericarpo de semillas secas y embebidas de las lineas de girasol
lineas B91 (sin dormicién a cosecha), B123 (con bajo nivel de dormicién a cosecha) y A-3 (con
alto nivel de dormicién a cosecha).

la. Material vegetal y condiciones de almacenamiento

Las semillas de las lineas puras B91 y B123 serén provistas por el MSc. Daniel Alvarez de la EEA
INTA-Manfredi y las de la linea A-3 por la Ing. Marisa Della Maddalena de la Asociacién de
Cooperativas Argentinas (ACA). Inmediatamente luego de la cosecha a campo, las semillas seran
almacenada a -20°C a fin de conservar su nivel de dormicién.

1b. Obtencion de material vegetal

I- Semillas secas: Veinticinco semillas (por repeticion) de las lineas B91, B123 y A-3 seran
seccionadas cuidadosamente en eje embrionario, cotiledones, testa y pericarpo. Inmediatamente
ambas partes se congelaron en N, liquido, liofilizaron y conservaron a -20°C hasta las
determinaciones hormonales. Para el ensayo de expresion génica los ejes embrionarios se conservaran
a -80 °C hasta su uso.

II- Semillas embebidas: Veinticinco semillas (por repeticion) de las lineas B91, B123 y A-3 se
sembraran en bandejas de plastico entre toallas de papel himedo y se colocaran a germinar en
condiciones ambientales generadas por Cuartos Ambientales PR48 Conviron de crecimiento
programados con 8 h de oscuridad a 18°C y90% de HR y 16 h de luz (130 pE.m2.s-1) a 28°C y 85%
de HR. A las 3, 6 y 12 h de imbibicién las semillas se cosecharan y seccionaran en eje embrionario,
cotiledones, testa y pericarpo, e inmediatamente se congelaran en N, liquido, liofilizaran y
conservaran a -20°C hasta las determinaciones hormonales. Para el ensayo de expresion génica los
ejes embrionarios se conservaran a -80 °C hasta su uso.

Ic. Extraccién, purificacién Y cuantificacién de brasinoesternoides

La entraceion de DRs se llevara a cabo segin Tarkowsk4 et al. (2016). 200 mg de pes ’seco de eje
embrionario, cotiledones, testa Y pericarpo se homogeneizaron utilizando 1 ml de acefonitrilo 60%
en hielo frio como solvente de extraccién. Al homogenato se le agregaran los estandares déuterados
correspondientes a ca'da una de los brasinoesteroides analizados. La extraccién sel} izard en



agitacion toda la noche a 4°C'y posteriormente se centrifugard 10 min a 36,670 x g a 4°C. Al pellet
obtenido se le realizard una nueva extraccién en agitacién por 60 min a 4°C. Los sobrenadantes seran
combinados y purificados utilizando una columna Discovery® DPA-6S (50 mg, Supelco®,
Bellefonte, PA, USA) activada con MeOH 100 %, llevandose posteriormente, los extractos a
sequedad bajo vacio. Los extractos secos se resuspenderan en 100 uL de MeOH 100 % agitando en
vértex y sonicando por 5 min; para finalmente diluirse a 1 ml con agua Milli-Q antes de purificarse
en una columna Isolute® C4 SPE cartridge (100 mg, Isolute® C4, Biotage, UK). La columna sera
activada con 1 ml de MeOH 100% y equilibrada con 1 ml de MeOH 10%. Luego la columna C4 sera
lavada con 1 ml de MeOH 10 % y los BRs serén eluidos con 1 ml de MeOH 100%. Finalmente la
fraccion de elucion serd evaporada a sequedad al vacio y almacenada a -20°C hasta el posterior
analisis.

La identificacién y cuantificacion de BRs realizara utilizando un Espectrémetro de Masa acoplado a
un Cromatégrafo Liquido de Ultra Performance (UHPLC-ESI-MS/MS). Los extractos secos de las
muestras conteniendo BRs se retomaran con 50 pl de MeOH 100% (enfriado a -20°C), inyectndose
5 ul de la muestra en una columna de fase reversa (Acquity UPLC® CSH ™ C18, 2,1 mm * 50 mm,
1,7 pum; Waters) acoplado a un ESI-MS/MS.

Todos los andlisis se realizaran utilizando la fuente de electrospray en modo de ionizacién positivo.
La cuantificacién se llevara a cabo por inyeccién de las muestras en modo MRM (Monitoreo de
Reacciones Multiples). La adquisicién de datos por MRM se realizard por monitoreo de iones
parentales y transiciones para BRs puros y sus respectivos estandares deuterados. Los datos seran
procesados utilizando el software MassLynx™ (ver. 4.1, Waters).

1d. Extraccién, purificaciény cuantificacién de estrigolactonas

La extraccién y purificacion de SLs se llevar4 a cabo segun protocolo de Durgbanshi et al. (2005)
con modificaciones. 200 mg de peso seco de eje embrionario, cotiledones, testa y pericarpo se triturard
en mortero con N liquido y 5 ml de agua deionizada (solvente de extraccién). Los extractos se
transvasaran a tubos Falcon de 50 ml y se homogeneizarén utilizando un ultraturrax. Luego se
centrifugaran a 5000 rpm durante 15 min. Se recoger4 el sobrenadante y se ajustard el pH a 2,8 con
4cido acético 15%. Posteriormente se realizard una doble particion con éter etilico, se descartaran las
fases acuosas y se recogeran las fases orgénicas, llevdndose a sequedad en evaporador rotativo. Los
extractos secos se resuspenderén con 1,5 ml de metanol (MeOH), filtrarén a través de un filtro de
jeringa (velocidad de flujo menor a 1ml/min) en camara de vacio y se secardn a temperatura ambiente
en SpeedVac. El andlisis de los compuestos de interés se realizard mediante Cromatografia Liquida-
Espectrometria de Masas T4ndem (LC-ESI/MS-MS), equipo que detecta compuestos con actividad
hormonal a nivel de pmol. Para ello, los extractos secos s€ resuspenderan en 50 pl de MeOH para la
purificacién mediante un cromatégrafo Alliance 2695 (Waters, Inc., California, USA) equipado con
una bomba cuaternaria con auto inyector de muestra. Se utilizar4 una columna Resteck C1 8 (Resteck
USA, 2.1 x 100 mm, 5 pm) a 25°C, con un volumen de inyeccién de 10 ul. La elucién se llevaré a
cabo en gradiente con un sistema de solvente binario: 0.2% HOAc en H,O (solvente B)/ MeOH
(solvente A) a una velocidad de flujo de 200 pl min’!, procediendo con las siguientes proporciones
(v/v) de solvente A: (t (min), %A):(0, 40), (25, 80). La identificacién y cuantificacion se realizard
mediante un espectrometro de masa de doble cuadrupolo (Micromass Quatro Ultima™P7T, Manchester
City, UK). Todos los andlisis se realizaran utilizando la fuente de electrospray en modo de ionizacion
negativo. La cuantificacion se llevar4 a cabo por inyeccion de las muestras en modo SIR. Los datos
seran procesados utilizando el software MassLynx™ (ver. 4.1, Waters).

2. Estudiar el patrén de expresion de genes que participan en el metabolismo ormonal de tales
hormonas: LK (esterol 5a-reductasa), CYP85A41 (C6-oxidasa), CCD7y CCD8 (dioxigenasas 7y 8)
en eje embrionario de semillas secas y embebidas de las lineas de girasol lineas B9, B123 y A-3.

-
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2a. Niveles de expresién de genes por PCR en tiempo real (qRT-PCR)

Los niveles de expresion de los genes LK (esterol Sa-reductasa; sintesis de BRs), CYP8541 (C6-
oxidasay sintesis de BRs), CCD7y CCD8 (dioxigenasas 7'y 8, sintesis de SLs) serén probados enf eje
embrionario de semillas secas y embebidas sometidas a las condiciones descriptas anteriormente.

El disefio de los pares de primers especificos se realizard empleando el software Primer3 versién 4.0
(Rozen and Skaletsky, 2000). El volumen final de cada reaccién serd de 20 pl, y contendra: 10 pl de
2X SYBRG Green Mastermix (Applied Biosystems), 300 nM de cada primer y 1 pl de cDNA como
templado. Las reacciones de PCR se llevaran a cabo en un equipo Rotor Gene 6000 (Corbett
Research) mediante el siguiente programa: 50°C por 2 min, 95°C por 1 min, y luego 40 ciclos de
95°C por 15 s y finalmente 60°C durante 1 min, Concluida la etapa de amplificacion, las reacciones
seran sometidas a un incremento gradual de temperatura para generar una curva de disociacion,
medida como cambios en los valores de fluorescencia en funcién de la temperatura. Mediante este
proceso se detectara la presencia de producto amplificado no especifico. El programa de disociacién
serd de 95°C por 15 s, 60°C por 15's, seguido por 20 min de un incremento gradual de temperatura
desde 60°C hasta 95°C. Los genes que se utilizardn como genes de referencia (controles internos)
para la posterior normalizacién serdn Actina 2, Beta Tubulina y Elongation Factor 1 alfa. La
cuantificacién de los cambios relativos en la expresioén génica se realizard mediante el método 2(-
Delta Delta C(T) descrito por Livak y Schmittgen (2001).

3. Correlacionar el contenido enddgeno de brasinoesteroides Y estrigolactonas en eje embrionario
de semillas secas y embebidas con el patron de expresion de genes del metabolismo hormonal,

Se analizaran exhaustivamente bases de datos y bibliografia pertinente para establecer las posibles
relaciones entre los cambios en el perfil hormonal de BRs y SLs del Obj. Esp. 1 con los transcriptos
de la expresion diferencial que surjan del Obj. Esp. 2. Ademés, se compararan los perfiles hormonales
y de expresion génica registrados en semillas con diferente nivel de dormicién a fin de dilucidar la
participacion de estos compuestos en la germinacién y/o dormicién de semillas de girasol.

4. Evaluar la accion de brasinoesteroides, estrigolactonas Y karriquinas sobre la germinacién y
dormicién de semillas de girasol a través de aplicaciones exdgenas. Asimismo se evaluard la accién
de estos compuestos sobre el contenido enddgeno de ABA, sus catabolitos (acido faseico, PA;
dihidrofaseico, DPA y ABA-glucosil éster, ABA-GE) y GAs (GA1, GA3, GA,, Y GA;) y del nivel de
expresion de genes (ABI3, Abscisic acid insensitive 3 y RGL2, RGA-like 2) en eje embrionario de
semillas secas y embebidas de B91, B123 y A-3.

4a. Aplicacion exdgena de brassinoesteroides, estrigolactonas y karrikinas
Los tratamientos exégenos se efectuarin sobre 100 cipselas dispersando la solucién hormonal

correspondiente (50 pl de solucién/gr de cipselas) con micropipeta y realizando agitacion vigorosa
durante 2 minutos para facilitar su penetracién en el tejido. Los tratamientos a aplicar serdn: agua

4b. Determinacién de poder germinativo

Veinticinco semillas (por repeticién) controles y tratadas se sembrardn on bandejas ©
papel lumedo y se colocaran a germinar bajo condiciones mencionadas en Obj. Esp. 1

de germinacién se realizard diariamente hasta los 10 dfas post-siembra. Se considerar:
aquellas semillas que presenten emergencia de radicula.
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4c. Obtencién de eje embrionario para evaluar niveles hormonales enddgenos, expresion génica,
especies reactivas del oxigeno y actividad de enzimas del sistema antioxidante

I- Semillas secas: Ejes embrionarios de veinticinco semillas controles y tratadas (por repeticion) seran
separados cuidadosamente. Inmediatamente seran congelados en N liquido, liofilizados y
conservados a -20°C hasta su uso. Para el ensayo de expresién génica los ejes embrionarios se
conservaréan a -80 °C hasta su uso.

II- Semillas embebidas: Veinticinco semillas (por repeticion) controles y tratadas se sembraran en
bandejas entre toallas de papel humedo y se colocaran a germinar bajo condiciones mencionadas en
Obj. Esp. 1b. Alas 3,6y 12 h de imbibicién las semillas se cosecharan, se separaran cuidadosamente
los ejes embrionarios, e inmediatamente se congelarén en N liquido, liofilizardn y conservaran a -
20°C hasta las determinaciones hormonales. Para el ensayo de expresion génica los ejes embrionarios
se conservarén a -80 °C hasta su uso.

4d. Extraccion, purificacion, identificacion y cuantificacion de fitohormonas

ABA y sus catabolitos (4cido faseico, PA; dihidrofaseico, DPA y ABA-glucosil éster, ABA-GE) y
GAs (GA1, GAs, GAs, y GA7) se determinarén en eje embrionario de semillas control y tratadas a las
0, 3, 6 y 12 h de imbibicion.

La extraccion y purificacion de ABA y sus catabolitos (4cido faseico, PA; dihidrofaseico, DPA y
ABA-glucosil éster, ABA-GE) y GAs (GAy, GAs, GAs, y GA») se llevaré a cabo segln protocolo de
Durgbanshi et al. (2005) con modificaciones. 200 mg de peso seco de eje embrionario de se triturard
en mortero con N liquido y 5 ml de agua deionizada (solvente de extraccién). Los extractos se
transvasarn a tubos Falcon de 50 ml. Se adicionard 50 ng de los respectivos estandares deuterados
de cada hormona. Cada muestra se pasard brevemente por ultraturrax para completar la
homogeneizacion y facilitar la equilibracién de estandares. Luego se centrifugaran a 5000 rpm
durante 15 min. Se recogeré el sobrenadante y se ajustard el pH a 2,8 con acido acético 15%.
Posteriormente se realizara una doble particién con éter etilico, se descartaran las fases acuosas y se
recogerén las fases orgénicas, llevandose a sequedad en evaporador rotativo. Los extractos secos se
resuspenderén con 1,5 ml de metanol (MeOH), filtrarén a través de un filtro de jeringa (velocidad de
flujo menor a 1ml/min) en camara de vacio y se secardn a temperatura ambiente en SpeedVac. El
andlisis de los compuestos de interés se realizara mediante Cromatografia Liquida-Espectrometria de
Masas T4ndem (LC-ESI/MS-MS), equipo que detecta compuestos con actividad hormonal a nivel de
pmol. Para ello, los extractos secos se resuspenderén en 50 pl de MeOH para la purificacion mediante
un cromatégrafo Alliance 2695 (Waters, Inc., California, USA) equipado con una bomba cuaternaria
con auto inyector de muestra. Se utilizara una columna Resteck C18 (Resteck USA, 2.1 x 100 mm, 5
um) a 25°C, con un volumen de inyeccién de 10 pl. La elucion se llevar4 a cabo en gradiente con un
sistema de solvente binario: 0.2% HOAc 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 identificacién y cuantificacién se realizara mediante un espectréometro de
masa de doble cuadrupolo (Micromass Quatro Ultima™PT, Manchester City, UK). Todos los andlisis
se realizaran utilizando la fuente de electrospray en modo de ionizacién negativo. La cuantificacion
se llevard a cabo por inyeccioén de las muestras en modo MRM. La adquisicién de datos por MRM se
realizara por monitoreo de iones parentales y transiciones para las hormonas puras y sus respectivos
estandares deuterados. Los datos serdn procesados utilizando el software MassLynx™ (ver. 4.1,
Waters).

de. Niveles de expresién de genes por PCR en tiempo real (qRT-PCR)
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El nivel de expresi6n de los genes ABI3 Y RGL2 se medir en eje embrionario de semillas control y
tratadas a las 0, 3, 6 y 12 h de imbibicién segun metodologfa descripta en Obj. Esp. 2a.

S. Evaluar el efecto de la aplicacién exdgena de BRs, SLs y KARs sobre el contenido enddgeno de
perdxido de hidrégeno (H;0,) y anién superdxido (0;) y la actividad de enzimas antioxidante como
superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y ascorbato peroxidasa (APX) en eje embrionario de
semillas secas y embebidas de B91, B123 yA-3.

Las determinaciones de H,0,, O, y la actividad de enzimas del sistema antioxidante se efectuaran en
eje embrionario de de semillas control y tratadas alas 0, 3, 6 y 12 h. La obtencién del material vegetal
se realizard seglin metodologia descripta en Obj. Esp. 4c.

5a. Cuantificacion de ROS

1- Determinacién de H,0;: se emplears el protocolo descripto por Sergiev et al. (1997). Se mediré la
absorbancia a 390 nm. El contenido de H,O, serd calculado a partir de una curva de calibracién con
concentraciones conocidas preparadas a partir de H>O, comercial.

2- Determinacién de Oy se utilizard el fluorocromo dihidroetidio (DHE) capaz de atravesar
pasivamente las membranas celulares y reaccionar con Oy, dando lugar a un compuesto oxidado
fluorescente denominado oxietidio (Oxy-E) (Fink et al., 2004). Para comprobar la especificad del
fluorocromo por el anién superdxido, las muestras se incubaran con tetrametilpiperidina (TMP),
secuestrador de O, (control negativo). Ejes embrionarios se incubaran con o sin TMP 1 mM lha
temperatura ambiente, luego en una solucién de DHE 10 UM preparado en buffer Tris-HCI 10 mM
(pH 7,4) por el término de 30 min a 37°C en oscuridad y finalmente se enjuagaran durante 30 min
con el mismo buffer. DHE tendra longitud de onda de excitacién de 488 nm y de emisi6én a 520 nm.
Para la cuantificacién de O, utilizar4 el programa Leica Application Suite (LASAF).

5b. Determinacion de actividad enzimdtica

1- Actividad SOD: se llevar4 a cabo de acuerdo a Beauchamp y Fridovich (1973) y Beyer y Fridovich
(1987), con modificaciones. La concentracién se determinar por medicion de la absorbancia a 560
nm.

2- Actividad CAT: seré determinada de acuerdo a Vanacker et al. (2000) utilizando 0.1 M HEPES pH
6.5, 10 mM MgCI2 y 5 mM EDTA.

3- Actividad APX: se determinaré de acuerdo a Shalata et al. (2001) y Hossainy Asada (1984), con
modificaciones. La actividad enzimatica se determinar4 espectrofotométricamente por disminucién
de la absorbancia a 290 nm debido a la oxidaci6n del ascorbato. Una unidad APX se definird como
la cantidad de enzima requerida para producir la desaparicién de 1 umol de ascorbato luego de 1 min
de reaccién.

6. Evaluar el nivel de expresion de los genes ABCG30 (ATP-Binding Cassette G30) y NPF3
(Nitrate Transportel/Peptide Transporter 3) involucrados en la sintesis de transportadores de ABA
Y GASs presentes en eje embrionario de semillas de B91, B123 y A-3.

El nivel de expresién de los genes ABCG30'y NPF3 se mediré en eje embrionario de semillas control

y tratadas a las 0, 3, 6 y 12 h de imbibicién. La obtencién del material vegetal se realizard seglin
metodologia descripta en Obj. Esp. 4e.
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Reproducibilidad de las determinaciones y analisis estadistico

Se utilizara un disefio experimental completamente aleatorizado. Los tratamientos exogenos (BRs,
SLs y KARs), el poder germinativo, la cuantificacién del contenido de ROS y la actividad de enzimas
del sistema antioxidante se evaluaran por cuadruplicado. Las determinaciones hormonales endogenas
se efectuarén a partir de cuatro extracciones independientes y dos inyecciones por cada muestra en
los equipos UHPLC-ESI-MS/MS y LC-ESI/MS-MS segiin corresponda. Los datos de poder
germinativo, niveles hormonales endogenos, contenido de ROS 'y actividad enzimaética seran
analizados con el programa InfoStat Proffesional (Di Rienzo et al., 2014) empleando el test
ANNOVA para la comparacion de medias de las variables evaluadas. Se empleard a posteriori un test
de Rangos Multiples de diferencias minimas significativas (LSD de Fisher; p < 0.05). Para niveles
de expresion de genes se realizaran tres extracciones independientes de RNA, y cada reaccion de PCR
se efectuard por triplicado usando el mismo cDNA como templado. Las reacciones de qPCR se
repetiran al menos dos veces para confirmar los resultados de cada cDNA. Los datos se analizaran
por ANNOVA y test de Tukey para la comparaci6n de medias.

7. CRONOGRAMA DE TRABAJO

Actividades Afio2 | Afo 3
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