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RESUMEN
La dormicidn fisioldgica no profunda, regulada principalmente por el balance entre el
acido abscisico (ABA) y las giberelinas (GAs), es el tipo mas frecuente en semillas de
malezas y especies no domesticadas. En Cynara cardunculus L. (var. sylvestris), su
terminacidon ocurre mediante post-madurado en seco y ciclos de alternancia de
temperaturas (AT), siendo la amplitud térmica uno de los factores determinantes.
Estudios previos demostraron que la AT actua inhibiendo la sintesis y sefializacién del
ABA sin modificar la sintesis de GAs. Sin embargo, el efecto de distintas amplitudes sobre
el balance ABA/GAs no habia sido evaluado previamente. El objetivo de este trabajo fue
incrementar el conocimiento sobre la respuesta a la AT en aquenios de C. cardunculus
L. y sus bases hormonales, hipotetizando que mayores amplitudes promueven
progresivamente la germinacion mediante modificaciones en dicho balance. Se
realizaron dos experimentos factoriales con un disefio completamente aleatorizado,
cruzando tres amplitudes (0°C, 5°C y 10°C) con siete niveles de trinexapac-ethil (TE;
inhibidor de biosintesis de GAs) y seis niveles de ABA. Se incluyeron ademas
tratamientos rescates mediante GA;. La germinacidn aumentd progresivamente con la
amplitud. La presencia de TE produjo una inhibicién dosis-dependiente, significativa a
menor dosis con mayor amplitud (30 uM a 10°C vs. 60 uM a 5°C), interpretado como
consecuencia de que la AT reduce el ABA enddgeno, convirtiendo la sintesis de GAs —
no modificada por la amplitud— en el factor limitante de la germinacién. El ABA exégeno
suprimio la germinacién de manera dosis y amplitud-dependiente, siendo significativo a
menor concentracion bajo mayor amplitud (100 uM a 10°C vs. 150 uM a 5°C) vy
convergiendo las tres amplitudes a partir de 150 uM. Los rescates con GA; revirtieron la

inhibicidn en ambos experimentos. Se concluye que mayores amplitudes térmicas



promueven progresivamente la germinacién de C. cardunculus L. a través del balance
ABA/GAs, lo cual respalda a hipodtesis de que la reduccidon del ABA enddgeno es el

componente hormonal central del mecanismo.

Palabras clave: dormicion fisiolégica no profunda, Cynara cardunculus L., alternancia de

temperaturas, balance ABA/Giberelinas, amplitud térmica.
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INTRODUCCION

Las semillas de muchas especies de malezas son dispersadas en estado de dormicién. El
término dormicidn se refiere al estado de cese del crecimiento y desarrollo de algun
organo de la planta (Hilhorst et al., 2010). Para el caso especifico de las semillas, Finch-
Savage y Leubner-Metzger (2006) la definen como un bloqueo que impide la
germinacién de una semilla viable intacta bajo condiciones favorables. Fenner y
Thompson (2005) destacan que no solo debe entenderse como la ausencia de
germinacién, sino como un mecanismo que utilizan las semillas para censar las
condiciones ambientales circundantes y regular el timing de la germinacion,
permitiéndoles mantenerse en el banco de semillas del suelo hasta la presencia de
condiciones propicias. Numerosos autores consideran que es el resultado de un proceso
adaptativo adquirido a lo largo de la evolucién de cada especie, cuyo principal objetivo
es evitar que se desencadene la germinacidn en condiciones que pueden resultar en la
muerte de la futura plantula (Baskin y Baskin, 2004; Fenner y Thompson, 2005).

En la actualidad, existe un sistema de clasificacidn de la dormicién, propuesto por Baskin
y Baskin (2004), en el que se determinan “clases” de dormicién, las cuales estan
compuestas por “niveles”, y estos niveles por “tipos”. Dentro de las clases se incluyen:
la dormicién fisiologica (PD), dormicion morfolégica (MD), dormicién morfofisiolégica
(MPD), dormicidn fisica (PY), dormicion combinacional (PY + PD). La clase de dormicion
mas frecuente en especies malezas es la fisioldgica, pudiendo destacarse entre ellas a
Amaranthus palmeri S. Wats. (Cristaudo et al., 2007), Chenopodium dlbum L. (Murdoch
et al., 1989), Echinochloa colona (L.) Link (Royo-Esnal et al., 2022). Esta clase presenta
regulacién hormonal y puede dividirse en tres niveles: profunda, intermedia y no

profunda, siendo la no profunda la mas frecuente en la mayoria de las especies malezas



(Baskin y Baskin, 2004). Este nivel de dormicion fisioldgica se caracteriza porque puede
romperse mediante el tratamiento con Giberelinas (GAs) y, dependiendo de la especie,
también puede eliminarse mediante escarificacion, post-madurado en seco vy
estratificacion fria o calida.

Dentro del grupo de especies que presentan dormicién fisiolégica no profunda se
encuentra Cynara cardunculus L. (var. sylvestris) (Asteraceas), vulgarmente conocida
como Cardo de Castilla. En esta especie, la dormicién se alivia mediante un proceso de
post-maduracién en seco, el cual consiste en un periodo de almacenamiento en seco de
las semillas (Huarte et al., 2018). C. cardunculus L. es una maleza perenne, nativa del
Mediterraneo, que se encuentra con frecuencia en los pastizales naturales del centro,
norte y este de Buenos Aires, aunque su difusidn en Argentina es mas amplia, abarcando
zonas del sector bonaerense, la region de Cuyo, Noreste y Centro del pais (Falasca y
Ulberich, 2006), y la facilidad en la obtencién de sus semillas la convierte en un modelo
interesante para el estudio de procesos fisiolégicos en especies con este tipo de
dormicién.

Una vez alcanzados bajos niveles de dormicion en condiciones de campo, para muchas
especies la terminacion del estado de dormicion solo se alcanza luego de la percepcién
de estimulos ambientales como la luz y la alternancia de temperaturas del suelo (Batlla
y Benech-Arnold, 2005). La alternancia de temperaturas (AT) es un estimulo
fundamental para estimular la germinacién (Probert, 1992), cuyo sentido ecolégico
radica tanto en la deteccidén de espacios abiertos sobre la superficie del suelo como de
la profundidad de entierro (Carta et al., 2013). Una vez percibido un nimero especifico
de ciclos de AT, se desencadena una serie de procesos fisiolégicos que reducen el

potencial agua base de los aquenios (Huarte, 2006), se modifica el balance hormonal



entre el Acido Abscisico (ABA) y GAs (Huarte y Benech-Arnold, 2010; Huarte et al., 2014)
y se reduce la sensibilidad al ABA, principal hormona implicada en el mantenimiento de
la dormicion. Adicionalmente, Huarte y Benech-Arnold (2010) demostraron que la
aplicacion de GAs exdgena en aquenios mantenidos bajo temperaturas constantes
estimula la germinacién, lo que indicaria que la GA exdgena reemplaza la necesidad de
AT.

Entre los factores determinantes de la eficacia de los ciclos de AT se identificaron la
amplitud térmica, definida como la diferencia entre las temperaturas maxima y minima
del ciclo (Totterdell y Roberts, 1980; Ekstam et al., 1999), y el nUmero de ciclos a los que
se expone la semilla (Totterdell y Roberts, 1981; Benech-Arnold et al., 1990). Sin
embargo, la relacién entre una mayor amplitud térmica y la progresiva reduccién en la
relacion ABA/GA no ha sido examinada en profundidad. Frente a este escenario, cabe
plantear la hipdtesis de que el incremento en la germinacién total observada ante
mayores amplitudes térmicas se asocia con una disminucién progresiva en la
sensibilidad y sefializacion al ABA, resultando en una relacion ABA/GA reducida.

Al trabajar con especies malezas no es posible contar con fenotipos mutantes. Frente a
esto, una estrategia experimental para evaluar el balance hormonal es el uso de
promotores e inhibidores aplicados exégenamente. Para el caso de las GAs, la inhibicién
de su sintesis se logra mediante compuestos como el trinexapac-etil (TE) (Aparecido
Manzani Lisboa et al., 2018). En cambio, para el ABA se suele utilizar el fluridone (Argyris
et al., 2008). Por su parte, cuando se requiere una mayor concentracion hormonal, esta
puede agregarse exégenamente. Basado en lo anteriormente expuesto, con la intencién
de ahondar en la comprensidn de las bases fisioldgicas de la respuesta a mayores

amplitudes térmicas en la terminacién de la dormicién se desarrollaron ensayos en
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condiciones controladas en presencia de inhibidores de la biosintesis de GAs,

como el TE, y de ABA.
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OBIJETIVOS

Objetivo general.
Incrementar el conocimiento sobre la respuesta a la alternancia de temperaturas en
aquenios de C. cardunculus L., y sus bases fisioldgicas y hormonales.
Objetivos especificos.

I.  Determinarsi unincremento en la amplitud térmica promueve progresivamente

la germinacion en aquenios de C. cardunculus L.
II. Evaluar si la respuesta a mayores amplitudes térmicas se asocia con

modificaciones en el balance hormonal ABA/GAs.

HIPOTESIS

Hipétesis general.
Mayores amplitudes térmicas promueven la terminacién de la dormiciéon en aquenios
de C. cardunculus L. a través de cambios en el balance hormonal ABA/GAs.
Hipétesis especificas.

l. Mayores amplitudes térmicas promueven un incremento progresivo en el

porcentaje de germinacion de aquenios de C. cardunculus L.
II. La exposicién de aquenios de C. cardunculus L. a mayores amplitudes térmicas

obedece a progresivos cambios en la relacién ABA/GAs.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal.

Se utilizaron aquenios de una poblacién de C. cardunculus L. (var. sylvestris) cosechados
en enero del 2025 en el predio de la Sede Laguna de la Facultad de Ciencias Agrarias de
la Universidad Nacional de Lomas de Zamora (FCA-UNLZ). Desde el momento de la
cosecha hasta su uso en los experimentos, los aquenios se conservaron en el interior de
un freezer a -18°C con aproximadamente un 5% de contenido de humedad para
mantener el nivel de dormicién inicial (Benech-Arnold et al., 2003). La reduccion del
contenido de humedad se logré mediante secado en estufa a 35°C, tomando muestras

a intervalos de 12 horas hasta alcanzar un 5% de contenido hidrico.

Experimento 1. Efecto del trinexapac-ethil.

El experimento se realizd bajo un Disefio Completamente Aleatorizado con arreglo
factorial de dos factores. El factor uno fue la amplitud térmica con tres niveles: 0°C (15°C
constante), 5°C (17°C/12°C, 12h/12h) y 10°C (20°C/10°C, 12h/12h). El factor dos fue la
concentracion de TE con siete niveles: 0, 15, 30, 60, 90, 120 y 500 puM. Los aquenios se
incubaron durante 21 dias en presencia de 7 ml de soluciones de TE de las
concentraciones mencionadas bajo las tres amplitudes térmicas. El pH de cada solucién
se ajustd a 6,7. El efecto de cada tratamiento se evalud en 3 repeticiones de 20 aquenios
cada una. Los aquenios se colocaron en cajas de Petri de 9 cm de diametro sobre dos
discos de papel de filtro hidratados con las soluciones correspondientes. Para eliminar
el efecto de la luz, las cajas de Petri se envolvieron en doble [dmina de papel de aluminio.
Con el fin de descartar efectos fitotéxicos del TE sobre la germinacién, se evalud un

tratamiento combinado de TE (500 uM) mas GAs (1 mM) (Phytotechnology Laboratories,
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Shawnee Mission, Kansas, USA). Los conteos de germinacion se realizaron a los 21 dias
de iniciado el experimento (Huarte et al., 2018). Se considerd germinados a los aquenios

gue presentaron radicula visible de al menos 2 mm.

Experimento 2. Efecto del acido abscisico.

El experimento se realizé bajo un Disefio Completamente Aleatorizado con arreglo
factorial de dos factores. El factor uno fue la amplitud térmica con los mismos tres
niveles que en el Experimento 1. El factor dos fue la concentracidon de ABA con seis
niveles: 0, 50, 100, 150, 200 y 250 uM. Los aquenios se incubaron durante 21 dias en
presencia de 7 ml de soluciones de ABA bajo las tres amplitudes térmicas. El pH de cada
solucion se ajustd a 6,7. El efecto de cada tratamiento se evalud en 3 repeticiones de 20
aquenios cada una. Las condiciones de colocacion y oscuridad fueron idénticas a las del
Experimento 1. Se evalud adicionalmente un tratamiento combinado de ABA (250 uM)
mas GAz (1000 pM). Los conteos de germinacion se realizaron a los 21 dias de iniciado
el experimento (Huarte et al., 2018). Se considerd germinados a los aquenios que

presentaron radicula visible de al menos 2 mm.

Anilisis de datos

Los datos obtenidos fueron analizados mediante ANOVA vy las diferencias entre medias
se evaluaron mediante la prueba de Tukey (a = 0,05). Se utilizé el software InfoStat P (Di
Rienzo et al., 2020). Las figuras se elaboraron mediante GraphPad Prism version 8.0.1

(GraphPad Software, Boston, Massachusetts, USA).



14

RESULTADOS

Experimento 1. Efecto del trinexapac-ethil sobre la germinacion.

El analisis de varianza presentd diferencias significativas (P < 0,0001) tanto para la
amplitud térmica, la concentracién de trinexapac-ethil y su interaccion sobre el
porcentaje de germinacién de los aquenios (Figura 1). En dosis de TE O uM los aquenios
bajo amplitud térmica de 10°C alcanzaron el mayor porcentaje de germinacién del
experimento (91,67 % + 7,11) (media + error estandar). Este tratamiento mostro
diferencias significativas frente a la amplitud de 5°C (71,67 % + 7,11) y a la de 0°C de
amplitud (43,33 % + 7,11), los cuales también difirieron estadisticamente entre si. Para
la amplitud de 10°C, la dosis de 30 uM mostré diferencias significativas frente a su
control (TE = 0 uM). Para el caso de la amplitud térmica de 5°C, el tratamiento de 60 uM
mostroé diferencias estadisticamente significativas frente a su control a esa amplitud. A
partir de 15 uM y hasta 120 uM, los tratamientos de 10°Cy 5°C no mostraron diferencias
significativas entre si, aunque ambos mantuvieron diferencias significativas respecto a
los tratamientos de 0°C. A los 500 uM, los tres niveles de amplitud térmica no mostraron
diferencias estadisticas entre si. Para la amplitud térmica de 0°C, los tratamientos de 15,
30, 60, 90, 120 y 500 uM no mostraron diferencias significativas entre si y frente al
control (TE = 0 uM). El tratamiento combinado TE (500 uM) + GAs (1 mM) produjo una
disminucion de la inhibicion por TE en los tres niveles de amplitud. Bajo amplitudes de
10°Cy 5°C, la aplicacién de GA; incremento significativamente la germinacién respecto
a 500 uM de TE sin GAs, aunque sin recuperar los valores del control sin TE (TE = 0 uM),
mostrando diferencias significativas con este. Por otro lado, en el caso de 0°C de
amplitud térmica, la combinacion (TE + GAs3) produjo valores de germinacién

significativamente superiores al control sin TE a esa misma temperatura, mostrando
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diferencias estadisticas frente al control como a la dosis 500 uM sin GAs para la misma

amplitud.
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Figura 1: Porcentaje de germinacién promedio de los aquenios incubados durante
21 dias bajo tres amplitudes térmicas (10°C: barras rojas; 5°C: barras verdes; 0°C:
barras negras) en presencia de concentraciones crecientes de trinexapac-ethil (TE;
0, 15, 30, 60, 90, 120 y 500 uM) y de una solucién combinada de TE (500 uM) + GA;
(1 mM). Las barras por encima de cada columna indican el error estandar. Los
grupos de letras sobre las barras indican diferencias estadisticamente significativas
entre tratamientos segun la prueba de Tukey (a = 0,05). Las barras que comparten

al menos una letra no difieren significativamente entre si.
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Experimento 2. Efecto del acido abscisico sobre la germinacion.

El andlisis de varianza mostré diferencias significativas (P < 0,0001) para la amplitud
térmica, la concentracion de ABA exdgeno y su interaccidon sobre el porcentaje de
germinacién de los aquenios (Figura 2). En ausencia de ABA (ABA = 0 uM), los aquenios
bajo amplitud térmica de 10°C alcanzaron el mayor porcentaje de germinacion del
experimento (91,67 % + 5,32). Este valor fue significativamente superior al obtenido
bajo amplitud térmica de 5°C (65,00 % * 5,32) y al de temperatura constante (0°C de
amplitud; 20,00 % + 5,32), los cuales también difirieron estadisticamente entre si. A 50
UM, ninguna amplitud mostré diferencias significativas respecto a su control sin ABA
(83,33 %, 61,67 % y 16,67 % para 10°C, 5°C y 0°C respectivamente), aunque a partir de
esta concentracién los tratamientos de 10°Cy 5°C no mostraron diferencias estadisticas
entre si. Por otro lado, el tratamiento de 0°C se mantuvo significativamente inferior a
ambos. A 100 uM, el tratamiento de 10°C experimentd la mayor caida absoluta del
experimento (91,67 % - 46,67 %, reduccion de 45 %), presentando diferencias
estadisticas significativas frente a su control (ABA = 0 uM). A esta concentracién, los
tratamientos de 5°C (50,00 %) y 0°C (16,67 %) no difirieron estadisticamente. Sin
embargo, los tratamientos de 10°C y 0°C aun mantuvieron diferencias significativas
entre si. A partir de la concentracion de 150 uM, los tres niveles de amplitudes térmicas
no se diferenciaron estadisticamente entre si (10°C = 36,67 %, 5°C = 35,00 % y 0°C =
15,00 %). Ademas, para la amplitud térmica de 5°C, dicha concentracién de ABA
presentd diferencias estadisticas respecto a su control sin ABA. En relacidon con los
tratamientos de 0°C de amplitud, ninguna concentracion de ABA redujo la germinacion
de forma estadisticamente significativa respecto al control sin ABA. El tratamiento

combinado ABA (250 uM) + GA; (1000 uM) produjo una reversién marcada de la



17

inhibicion por ABA en los tres niveles de amplitud térmica, sin diferencias significativas
entre si (Figura 2). Bajo amplitudes de 10°C y 5°C, la aplicaciéon de GA; recuperd la
germinacién hasta (68,33 % * 5,32) y (61,67 % + 5,32), valores que no presentaron
diferencias estadisticas con sus respectivos controles sin ABA. Para el caso de la amplitud
0°C, se produjo una germinacién del 43,33 % * 5,32, valor estadisticamente superior a
los tratamientos 50, 100, 150, 200 y 250 uM de ABA a esa misma amplitud térmica, y no
presentd diferencias significativas tanto con el control sin ABA a 0°C como con el control

sin ABA a 5°C de amplitud.
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Figura 2: Porcentaje de germinacién promedio de los aquenios incubados durante
21 dias bajo tres amplitudes térmicas (10°C: barras rojas; 5°C: barras verdes; 0°C:
barras negras) en presencia de concentraciones crecientes de Acido Abscisico (0,
50, 100, 150, 200 y 250 uM) y de una solucién combinada de ABA (250 uM) + GA;
(1000 uM). Las barras por encima de cada columna indican el error estandar. Los

grupos de letras sobre las barras indican diferencias estadisticamente significativas
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entre tratamientos segun el test de Tukey (a = 0,05). Las barras que comparten al

menos una letra no difieren significativamente entre si.
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DISCUSION

La luz y la alternancia de temperaturas son dos estimulos fundamentales que las semillas
ortodoxas de muchas especies malezas, las cuales se encuentran en el banco de semillas
del suelo, deben percibir para romper la dormicién (Batlla y Benech-Arnold, 2005).
Dentro del estimulo de alternancia térmica, el nimero de ciclos de alternancia de
temperatura a los que se encuentran expuestas y la amplitud térmica de dicho ciclo son
los factores que determinan la eficacia sobre la ruptura de la dormicién. Los resultados
obtenidos indican que la exposicién de los aquenios de C. cardunculus L. a mayores
amplitudes térmicas (i.e. 0°C, 5°Cy 10°C) dentro del ciclo de alternancia de temperaturas
promueve un incremento progresivo y significativo en el porcentaje de germinacion. En
ausencia de inhibidores (0 uM TE y O uM ABA), la respuesta sigue un patrén de 10°C >
5°C > 0°C, donde el porcentaje de germinacidon aumenté significativamente al pasar de
una temperatura constante (0°C de amplitud) a una amplitud de 5°C vy, finalmente,
alcanzé su maximo con 10°C de amplitud térmica (91,67%). Estos resultados coinciden
con los obtenidos por Leon et al. (2004) en poblaciones de Amaranthus tuberculatus
(Moq.) J.D.Sauer y Setaria faberi R.A.W. Herrm., y con los resultados obtenidos por
Huarte (2006) en poblaciones de Carduus acanthoides L. y Cirsium vulgare (Savi) Ten.,
donde el incremento de la amplitud térmica del ciclo de alternancias de temperaturas
resulté en un aumento del porcentaje de germinacién.

Actualmente, no se encuentra estudiada en profundidad la relacidn entre el efecto de
mayores amplitudes térmicas sobre el balance hormonal ABA/GA, el cual regula la
dormicidn fisioldgica no profunda. Frente este escenario, los resultados obtenidos se
analizan contemplando lo demostrado por Huarte et al. (2014), quienes mediante

cuantificacion directa de GAs bioactivas por LC-ESI-MS/MS y andlisis de expresidn génica



20

por RT-PCR determinaron que la alternancia de temperaturas termina la dormicion en
C. cardunculus L. a través de la inhibicion de la sintesis de ABA y la reduccién de la
sefializacion de ABA. Ademds, esos autores demostraron que la alternancia de
temperaturas no modifica la sintesis ni la sefializaciéon de GAs, ni el contenido de GA1 ni
de GA4, nila expresion de genes implicados, entre semillas incubadas bajo temperaturas
alternadas y constantes.

Bajo este contexto, en el experimento con TE, la inhibicion de la germinacion fue dosis-
dependiente. La supresién resulté estadisticamente significativa respecto al control a 30
MM bajo 10°C de amplitud y a 60 uM bajo 5°C de amplitud, mientras que a 0°C de
amplitud ninguna concentracién produjo diferencias significativas. Este patréon no
indicaria que mayores dosis de amplitud térmica estimulen activamente la sintesis de
GAs, sino que permite suponer que a mayores amplitudes térmicas el ABA enddgeno
resultaria mas bajo por inhibicidn de su sintesis y sefializacidn, y, en consecuencia, la
sintesis de GAs que ocurre de forma independiente de la amplitud térmica se convierte
en el factor limitante de la germinacién, por lo que, al bloquear la sintesis de GAs con
TE, se produciria la reversion del balance ABA/GAs hacia la dormiciéon con menores
concentraciones. En cambio, a 0°C de amplitud, los resultados sugieren que el ABA
enddgeno seria el principal determinante del balance hormonal de tal forma que la
inhibicidn de la sintesis de GAs no produce un efecto estadisticamente detectable. Por
lo tanto, se podria suponer que la sensibilidad al TE reflejaria un menor nivel de ABA
enddgeno, y no una mayor tasa de sintesis de GAs. Esto es consistente con los resultados
de Huarte y Benech-Arnold (2010), quienes demostraron que la aplicacion de fluridone
(inhibidor de la sintesis de ABA) bajo temperatura constante produce germinacion

equivalente a la observada bajo amplitud térmica, confirmando que la inhibicion de la
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sintesis de ABA es, por si sola, suficiente para terminar la dormicion sin necesidad de
incrementar la sintesis de GAs. Para complementar este resultado, el tratamiento
combinado TE (500 uM) + GAs3 (1 mM) permitiria descartar posibles efectos fitotdxicos
del TE. La reversiéon parcial de la inhibicion de la germinaciéon en 10°C y 5°C vy la
superacién del propio control sin TE en 0°C de amplitud, son consistentes con la accién
del TE sobre la via biosintética de las GAs. Ademas, en la respuesta a 0°C de amplitud, la
GA; exogena incrementd la germinacidn por encima del control sin TE a esa amplitud, lo
gue es consistente con Huarte y Benech-Arnold (2010), confirmando que el estimulo
causado por la alternancia de temperaturas puede ser reemplazado por la aplicacién de
GAs exogenas.

Asimismo, la presencia de ABA exdgeno desplazé el balance hormonal a favor de esta
hormona, por lo tanto, hacia la mantencién de la dormicidn de forma progresiva en los
niveles de 10°Cy 5°C de amplitud térmica. Este resultado es coherente con el rol central
del ABA como hormona que promueve y mantiene la dormicidn fisiolégica (Baskin y
Baskin, 2004; Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006). A 100 uM, la amplitud de 10°C
experimenté la mayor caida absoluta del experimento (de 91,67% a 46,67%), lo que
refleja que bajo esa condicion el balance hormonal se encontraria desplazado hacia las
GAs por la accion de la alternancia de temperaturas sobre el ABA enddgeno y, por tanto,
habria sido mas susceptible a la modificacion del balance inducido por el ABA exdgeno.
La convergencia de las tres amplitudes a partir de 150 uM (10°C = 36,67%; 5°C = 35,00%;
0°C = 15,00%), con desaparicion de las diferencias estadisticas entre ellas, indica que
cuando el balance es desplazado suficientemente hacia el ABA por via exdgena el efecto
promotor de la amplitud térmica queda anulado. Asi mismo, en los tratamientos de

amplitud de 0°C, ninguna concentracion de ABA redujo la germinacidon de forma
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estadisticamente significativa respecto al control sin ABA. Este resultado implicaria que
la germinacién obtenida a 0°C ya es el reflejo de un alto contenido de ABA enddgeno,
consistente con lo documentado por Huarte et al. (2014). A su vez, el tratamiento
combinado ABA (250 uM) + GA; (1000 uM) produjo una reversién marcada en los tres
niveles de amplitud sin diferencias estadisticas entre ellos. En la amplitud de 0°C, la
combinacidn generé una germinacion del 43,33%, estadisticamente superior a todos los
tratamientos con aplicacién de ABA a esa amplitud y no diferente del control sin ABA a
las amplitudes de 0°Cy 5°C. Este resultado sugiere fuertemente que el balance ABA/GAs
es el determinante central de la germinacién en C. cardunculus L. independientemente
del nivel de amplitud térmica, y que las GAs pueden contrarrestar farmacolégicamente
la inhibicién del ABA. Estos resultados son consistentes con los reportados
recientemente por Frazzetto et al. (2025) en Dipsacus fullonum L., otra asterdcea con
dormicién fisiolégica no profunda, donde la alternancia térmica redujo los niveles
enddgenos de ABA medidos por LC-MS/MS vy la expresidn de genes de sefializacién de
ABA, sin modificar la sintesis de GAs, confirmando que la reduccién del ABA es el

componente hormonal primario de la respuesta a la alternancia de temperaturas.
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CONCLUSION

A partir de los resultados obtenidos, se concluye que el incremento de la amplitud
térmica del ciclo de alternancias de temperaturas actla como estimulo ambiental que
promueve de manera progresiva y cuantitativa la germinacion de los aquenios de C.
cardunculus L., operando a través de modificaciones del balance ABA/GAs. En ausencia
de reguladores hormonales, la germinacién siguio el patrén 10°C > 5°C > 0°C.

La aplicacion de trinexapac-ethil demostré que la inhibicidn de la biosintesis de GAs
suprimiod la germinacidon de manera dosis-dependiente. Este efecto fue significativo a
menores concentraciones del inhibidor cuando la amplitud térmica fue mayor (30 uM
con una amplitud de 10 °C frente a 60 UM con una amplitud de 5 °C), mientras que, en
ausencia de amplitud térmica (0 °C de amplitud), ninguna concentracién de TE produjo
un efecto significativo sobre la germinacion. Estos resultados sugieren que el
incremento de la amplitud térmica reduciria el contenido endégeno de ABA,
desplazando progresivamente el equilibrio hormonal hacia un estado mas permisivo
para la germinacidn. En este contexto, dado que la sintesis de GAs no parece modificarse
por la amplitud térmica, su disponibilidad pasaria a constituir el principal factor limitante
del proceso germinativo. En consecuencia, bajo mayores amplitudes térmicas,
concentraciones mas bajas de trinexapac-ethil son suficientes para restablecer el
balance hormonal hacia un estado de dormicién.

Por otro lado, la mayor sensibilidad al ABA exdgeno observada bajo las amplitudes
térmicas mas elevadas confirmé que, cuando el balance hormonal se desplaza
artificialmente hacia esta fitohormona, el efecto promotor de la temperatura queda
anulado de manera dosis-dependiente hasta lograr la convergencia de las respuestas.

Finalmente, la consistencia de los tratamientos de rescate con GA; ratifica que la
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modulacion del balance ABA/GAs constituye el mecanismo fisioldgico central que regula
la terminacién de la dormicidn en esta especie.

En conjunto, los resultados brindan un apoyo sélido tanto a la hipdtesis general como a
las hipétesis especificas, indicando que la amplitud térmica promueve progresivamente
la terminacién de la dormicion en C. cardunculus L. a través de modificaciones en el
balance ABA/GAs. En concordancia con lo demostrado por Huarte et al. (2014), los
resultados obtenidos respaldan la hipdtesis de que la reduccién del ABA enddgeno,
mediante la inhibicidn de su sintesis y senalizacidn, constituye el componente hormonal
central del mecanismo, siendo este proceso de mayor magnitud a medida que se
incrementa la amplitud térmica. Asimismo, la sintesis de GAs, no modificada por la
amplitud, representa un requisito necesario para que la germinaciéon pueda completarse

una vez que el ABA enddgeno es reducido.
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INVESTIGACIONES FUTURAS
Los resultados obtenidos y la interpretacion desarrollada abren lineas de investigacion
gue permitirian consolidar y extender la comprensién de los mecanismos hormonales
implicados. El paso mas inmediato es la cuantificacion directa de los niveles enddgenos
de ABA en aquenios incubados bajo las distintas amplitudes, dado que la interpretacién
del experimento con TE descansa en la premisa de que la AT reduce el ABA enddgeno
de forma proporcional a la amplitud, inferencia que resulta coherente con Huarte et al.
(2014) pero que no fue verificada directamente en el presente trabajo. Por otro lado, el
disefio experimental del presente trabajo fijé el periodo de incubacién en 21 dias sin
variar el nimero de ciclos de AT, evaluar la interaccién entre el nimero de ciclos y la
amplitud térmica en un disefio factorial completo permitiria determinar si ambos
factores son aditivos, sinérgicos o si existe un umbral de ciclos a partir del cual la
amplitud deja de ser determinante. Finalmente, la extensién de este enfoque a otras
Asteradceas con dormicién fisiolédgica no profunda permitiria establecer si los
mecanismos descritos constituyen una respuesta conservada a nivel de familia o son

propios de C. cardunculus L.
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